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糸者 言命
運 動 神 経 と 骨格 筋 と の 神経 筋 シ ナ プ ス 間 際 に アセチ ル コ リ ン ( ACh ) が 異 常 に 蓄積
す る と 、 ニコ チ ン 性 アセチ ル コ リ ン ( n - ACh) 受 容体 は 生 体防御機 構 と し て 不活 性 化 、
す な わ ち 脱 感 作 す る 。 そ の 脱 感 作 機構 に は 、 筋細 胞 内 Ca 2 + 濃 度 の 上 昇 を 引 き 金 と
す る プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ C ( P K C ) に よ る 受容体 の リ ン 酸 化 が 介 在 し て い る 可能
性が 論 じ ら れ て い る ( Hugan i r and G reenga rd ， 1 9 9 0 ) 。 一 方 、 運 動 神 経 終 末 に
ACh と 共存 す る カ ル シ ト ニン 遺伝子 関 連 ペ プ チ ド ( C GRP ) は 脱 感 作 促 進 物 質 の 一 つ
に 挙げ ら れ 、 そ の 機構 に は cyc l i c AMP ( cAMP ) 依 存 性 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ ( P K A )  
に よ る 受 容体 の リ ン 酸化 が 介 在 す る と さ れ て い る 01 i 1 e s e t a 1 . ， 1 9 8 9  ) 。 こ の よ
う に n - ACh 受 容体 の 脱 感 作機構 は Ca 2 宇 ( P K C ) 介 在 説 と cAMP ( P  K A ) 介 在 説
と に 分 か れ 、 不 明 の ま ま で あ る 。
当研究 室で は コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ 阻害 剤 存 在下 で 神経 刺 激して 、 n - AC h受 容 体 の
脱 感 作 が 起 こ り や す い 状 態 を 再 現 し た 際 、 収縮 を 伴 わ な い Ca 2 + 動 員 が 発 生 す る こ
と を 発 見 し て い る ( K i mu r a e t  a l . ，  1 98 9 ) 。 こ の 非 収 縮 性 C a 2 + 動 員 は 、 n - ACh 受
容体 に 密 接 に 関 係 し て い る こ と か ら 、 受 容体活性調節 カ ル シ ウ ム ( RAM I C : 
Recepto r - Ac t i v i ty Mo d u l a t i ng l n t race l l u l a r Ca l c i um) と 名付 け た の
本 研究 は 、 RAM I C の 特 性 お よ び動 員 機構 を 解 明 し 、 n - ACh 受 容体 の 脱 感 作 機構 に
お け る RAM I C 動 員 の 機 能 的 役割 を 検証 す る こ と を 目 的 と し た 。 そ の た め 、 ま ず III 章
で は RAM I C 動 員 の 特 性 と し て 、 RAM I C の 収縮性 C a 2 十 か ら の 独立 性 を 検 証 し た 。 ま
た 神経 筋 遮 断 薬 の 効 果 を 検 討 し て 、 n - ACh 受 容体 に よ る RAM I C の 制 御 を 明 ら か に し
た 。 さ ら に RAM I C と 関 連 す る 細 胞 内 情 報伝 達 系を 検索 し 、 P K A 系が RAM I C 動 員
過程 に 深く関 わ っ て い る こ と を 突き 止め た 。 こ れ を 受 け て 、 W 章 で は P K A 活 性 化
の シ グ ナ ル 駆 動機 構 を 追 究 し 、 RAM I C 動 員 の 駆動 過 程 の 全 容 を 明 ら か に し た 。 そ こ
で V 章 で は RAM I C 動 員 の 機 能 的 役 割 が n - ACh 受 容 体 の 脱 感 作 促 進効 果 に 関 連 し て
い る こ と を 確 か め 、 さ ら に 二連 パ ル ス 法 に よ っ て 収 縮 性 Ca 2 + 動 員 に 対 す る
噌，EA
RAM I C の 効 果 を 直 接 的 に 検 討 し 、 n - ACh 受容 体 の 脱感 作 機 構 に お け る P K A と
P K C の RAM I C を 介 し た 連 係 機構 を 実証 し た 。
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第三I主主 窃干ヲE 目 的とそ了の手雪景妻
1 - 1 研究目 的
神経 筋 シ ナ プ ス に お い て 、 n - ACh 受 容 体 の 脱 感 作 が 起 こ り や す い 状 態 に な る と 、
筋細 胞 内 に 非 収 縮 性 Ca 2 + ( RAM I C ) が 動 員 さ れ る 。 こ の RAM I C シ グ ナ ル の 持続 時 間
は骨格 筋 の 収 縮 反応 に 比 べ て か な り 長 い 。 し た が っ て 、 RAM I C は 筋 細 胞 内 情 報 伝達
系 と 連 係 し て n - ACh 受 容体 の 脱 感 作 を 制 御 し て い る 可能 性 が あ る 。 そ こ で 本 研究 は 、
RAM I C 動 員 の 特性 お よ び駆動機構 を 明 ら か に し 、 n - ACh 受 容体 の 脱感 作 機構 に お け
る RAM I C 動 員 の 機能 的 役割 を 解 明 す る こ と を 目 的 と し た 。
1 - 2 研究目的 の背景
n - ACh 受 容 体 は 薬物 作 用 機序 を 解 明 す る 上 で 、 基 本 的 か つ 重要 な 作 用 点 と な っ て
い る 。 本 研究 の 対 象で あ る RAM I C は こ の n - ACh 受容体 を 介 し て 動 員 さ れ る 。 そ こ
で 本章 で は n - ACh 受 容 体 の 構 造 と 機 能 、 お よ び脱 感 作 機 構 に つ い て 概説 す る 。 ま た
本研究 で は RAM I C 動 員 機構 の 検討 を 糖尿 病 態 へ 展開 さ せ た の で 、 糖 尿 病 態 に お け る
神経 筋 シ ナ プ ス 伝 達 異 常 に つ い て も 言及 す る 。
1 .  n - ACh 受 容 体 の 構造 と 機 能
n - ACh 受 容 体 は 脊椎動 物 の 神経 筋 接 合 部 を は じ め 、 自律 神 経 節 、 中 枢神経 系 お よ
び副腎 髄質 に 存在 す る 。 骨格 筋 に お け る n - ACh 受 容 体 は 、 運 動 神 経 の 興 奮 に よ り 遊
離 し た 神経 伝 達 物 質 ACh と 結 合 し 、 終 板 電 位 を 発生 さ せ る 。 終 板電 位 の 総和が 闇値
を 超 え る と 活 動電 位 が 発 生 し 、 T管系 に 伝播 す る 。 そ の 結 果 筋 小胞 体 か ら Ca 2 + が
遊離 さ れ 、 筋 収 縮 が 起 こ る ( F i g . 1 ) 。
n - ACh 受 容 体 は 分子量 290 KDa の 糖 タ ン パ ク 質 ( Noda e t  a l . ，  1 98 3 ) で 、
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Fig. 1 Scheme of neuromuscular junction (cross section). Ca2+ is mobilized not only frorn 
sarcoplasrnic reticulurn (SR) but also through n-ACh receptor-channel in skeletal muscle. 
Excitation-contraction coupling is occurred at foot structure comprised in dihydropyridine 
receptor and ryanodine receptor bridging transverse tubular and SR. 
α 2 β γ δあ る い は α 2 β εδと い う 4種 の サプユニ ッ ト か ら な る 5量 体で あ る
CRa f t e ry e t  a l . ，  1 98 0 ) 。 電 子 顕微 鏡で n - ACh 受 容 体 を 観察 す る と 、 五つ の サ ブ
ユニ ッ ト は 準対 称的 に 同 心円状 に 寄 り 集ま っ て 円筒形 を 成し て お り 、 受 容体 中 央部
の 穴が イ オ ン チ ャ ネ ル に 相当す る CB r i sson and Unw i n ，  1 98 5 )  0 n - ACh 受 容 体 は 膜
貫通 型 の タ ン パ ク で あ り 、 細 胞膜 表 面か ら シ ナ プ ス 側に 0 . 5 5 μ ffi， 細 胞質 側 に
0 . 1 5 μ m突出 し て い る 。 ま た 膜 貫通 部分 は 1 μ mで ， 直 径は 0 . 9 μ mで あ る
CK i s t l e r ， 1 98 2 )  0 n - ACh 受 容体 の 各 サ ブ ユニ ッ ト は cDNA の ク ロ ーニ ン グ 、 さ ら
4 -
に 塩基 配 列の 決定 に よ り 全 一次構造 が 決定 さ れ ( Noda e t  a l . ，  1 98 3 ) 、 そ れ を 基 に 、
二次 お よ び三 次 構 造 が 推 定 さ れ た 。 各 サ ブ ユニッ ト の C 末 端側 半分 に は 、 20 - 3 0 残
基程 度 の ア ミ ノ 酸 か ら 成 る 疎水 性 の 高 い 領域 ( M 1 ， M2 ， M3 ， M4) と 両親媒性 を 示 す
領域 ( MA ) が 5 箇所共 通 に 存 在 す る ( Dev i l l e rs - Th i e ry e t  a l . ，  1 98 3 ; F i ne r -
Moo re and S t roud ， 1 984 ) 。 各 サ ブ ユニッ ト は 、 N 末 端側 半分 を 細 胞 の 外側 に 突き
出し 、 α ヘー リ ッ ク ス を 形成 す る M 1 ， M2 お よ び M 8で 膜 を 3 回 貫通 し 、 細 胞質 側 に
MA と C 末 端を 突き 出 す 構 造 に な っ て い る ( Young e t  a l . ，  1 98 5 )  0 n - ACh 受 容 体
channe l b l ocke r で あ る ch l o rp romaz i ne は 、 α ， β ， δサ ブ ユニッ ト の M2 に 存
在す る セ リ ン 残基 に 結 合 す る ( G i raudat  e t  a l . ，  1 986 ) 。 し た が っ て 、 各 サ ブ ユ
ニッ ト の 胞が リ ン グ状 に 集合 し て n -ACh 受 容 体 チ ャ ネ ル を 形成 し て い る と 考 え ら
れ て い る 。
n - ACh 受 容 体 を 活 性 化 す る た め に は 2 分 子 の ACh の 結 合 が 必 要 で あ る ( D i onne
et a l . ，  1 978 ) 。 競 合 的 括 抗 薬 で n - ACh 受容体 を 標識す る こ と に よ り 、 ACh の 結 合
部位 は α サ ブ ユニッ ト 上 に 存在 す る こ と が 示 さ れ た ( Kao e t  a 1 . ，  1 984 )  0 n - ACh 
受容 体 に 対 す る ア ゴ ニス ト の 用 量 一反 応 曲線は シ グ モ イ ド 型 に な り 、 H i 1 1 係 数 は
2 で あ る ( Ka t z and Thes 1 e f f ， 1 9 57 ) 。 こ の よ う に n - ACh 受 容 体 へ の 結 合 に は 正
の 協同 性 が あ る 。
n - AC h 受 容 体 は イ オ ン チ ャ ネ ル と し て 機能 し て お り ( Ne l s on e t  a 1 . ，  1 9 8 0 ) 、
Na+ ，仁 お よ び僅 か な 量 の Ca 2 + を 透過 さ せ ( Takeuch i and Takeuch i ，  1 9 6 0 ; 
Decke r and D an i ， 1 9 90 ) 、 終 板電 位 を 発 生 さ せ る 。 パ ッ チ ク ラ ン プ 法 に よ り 1 分 子
の n - ACh 受 容 体 チ ャ ネ ル を 通 る 電流 を 測 定 し て み る と 、 受 容 体 チ ャ ネ ル は 基 本 的 に
は"開 "と "閉 "の 二 つ の 状 態 を と る こ と が わ か る ( Nehe r and S akmann ， 1 97 6 ) 。 分 化
し た 神 経 筋 シ ナ プ ス に 局 在 す る n - ACh 受 容 体 チ ャ ネ ル は 、 未 分 化 あ る い は除神経 し
た 骨 格 筋 に 拡散 し て 存 在 す る 受容体 チ ャ ネ ル と は 、 電 気 生 理 学的 に 異 な る 性 質 を 示
す O I i sh i na e t  a l . ，  1 98 6 ; W i  t z emann et  a l . ，  1 9 8 7 ) 。 両 者 の 差異 は サ ブ ユニッ
ト の 一 部 が 置 換 さ れ て い る こ と に 由 来 す る 。 す な わ ち 前者 の 受 容 体 は α ， β ， δ， εサ
ブユニッ ト か ら 成 る の に 対 し 、 後 者 は α β γ δサ ブ ユニッ ト か ら 成 っ て い る
戸hυ
( Taka i  e t  a 1 . ，  1 9 8 5 ) 。 こ の こ と は 、 γ お よ びε サ ブ ユニ ッ ト の mRNA 発 現 量 が
神経 支配 に 対 し て 異 な る 依 存性 を 示 す こ と か ら も 、 裏付 け ら れ て い る ( W i t zemann
et  a 1 . ，  1 9 87 ) 。
n - ACh 受 容 体 は 1 分子 あ た り 60 個 の Ca 2 + と 結 合 す る ( C hang and Neumann ， 
1 976 )  0 ACh の 結 合 に よ り 2 - 6 個 の Ca 2 + が 解 離 す る こ と か ら 、 ACh 結 合 部位 も
Ca 2 -r 結 合 部 位 の 一 つ で あ る 可能性 が あ る ( Chang and Neumann ， 1 97 6 ) 。 し か し
Ca 2 + 結 合 部 位 は ACh お よ び受 容体 - channe 1 b 1 0cke r の 結 合 部 位 と は 異 な る と い う
報告 も あ り ( Oswa 1 d ， 1 983 ) 、 い ま だ に 確立 さ れ て い な い 。
n - AC h 受 容 体 に は 、 ア ス パ ラ ギン 残基 に 結 合 す る N - グ リ コ シ ド 型 の 糖 鎖が 存 在 す
る ( Nomo t o e t  a 1 . ，  1 98 6 ) 。 α ， β ， γ お よ び δの サ ブ ユニ ッ ト に は そ れ ぞ れ 1 ， 1 ，  
2 お よ び 3 本 の 糖 鎖が 結 合 し て い る ( N omo t o e t  a 1 . ，  1 98 6 ) 。 こ れ ら の 糖 鎖は 、
そ の 結 合 部 位 が N 末 端側 半分 に 偏っ て い る こ と か ら 、 細 胞外 に 存 在 す る と 考 え ら れ
る ( 三 品、 1 98 6 ) 。 受容 体 タ ン パ ク へ の 糖 鎖の 結 合 を 阻害 す る と 、 n - ACh 受 容 体 の
発現量 が 減 少 す る ( Me r 1 i e  e t  a 1 . ，  1 9 8 2 ) 。 し か し 精製 し た n -ACh 受 容 体 か ら 糖
鎖を除去し で も 、 α - bunga rotox i n の 結合 性 に は 変化が み ら れ な い (野元ら 、 1 986 ) 。
糖 鎖は n - ACh 受 容体 の 生 合 成 の 過 程 に 必 要 で あ る と 考 え ら れ て い る 。
一方 、 神 経 型の n - ACh 受 容 体 も 骨格 筋 型 の n - ACh 受 容 体 と 類似 し た 構 造 を 持 っ
て い る 。 す な わ ち 4つ な い し 5つ の サ ブ ユニ ッ ト が 集合 し て 非特 異 的 カチ オ ン チ ャ
ネル を 形成 し て い る 。 サ ブ ユニ ッ ト は ACh 結 合 部位 を 持 つ α と 、 結 合能 の 低 い β に
大別 さ れ る 。 各 サ ブ ユニ ッ ト と も 数 種 の サ ブ タ イ プ ( α 2 ， α 3 ， α 4 ， α 5 ， α 6 ， α 7 ，
α 8 ， β 2 ， β 3 ， β 4 ) が 見い だ さ れ て い る ( Dene r i s e t  a 1 . ，  1 9 9 1 ) 。 い ず れ の 組み 合
わ せ が 実在 し て い る の か は 不 明 で あ る が 、 卵母細 胞 の 遺伝 子 発 現 系 を 用 い た 実験 に
よ り 一種類 あ る い は 二種類 の サ ブ タ イ プ だ け で 受 容 体 と し て 機 能 し 得 る こ と が 示 さ
れ た ( Be rg e t  a 1 . ，  1 9 8 9 ; Coutu r i e r e t  a 1 . ， 1 9 9 0 ) 。 こ の 点 は 骨 格 筋 型 n - ACh
受容 体 と は 異 な る 。 特 に 高 い 活 性 を 示 す 組み 合 わ せ に は α 4 β 2 ， α 3 β 2 ， α 7 な ど
が あ る 。
神経型 n - ACh 受容 体 チ ャ ネル の C a 2 十 透過性 は 、 骨格 筋 型 に 比 べ 1 0 - 1 0 0 倍 高 い
6 -
( S egue l a  e t  a l . ，  1 9 9 3 ) 。 ま た 外 液 C a 2 � に よ る 修飾 も 神経 型 と 骨格 筋 型
n- ACh 受 容 体 と で は 異 な る 。 高 濃度 ( mM オ ーダー ) の Ca 2 + 存 在下 で は 、 ACh に 対
す る 骨格 筋 型 n - ACh 受 容体 の 電流 応 答 は 減 少 す る が 、 神経 型 n - ACh 受 容体 チ ャ ネ
ルの 開 口 頻 度 は増 加 す る ( Ve r i no e t  a l . ，  1 9 92 ; M u l l e e t  a l . ，  1 9 9 2 ) 。 こ の よ う
に 、 神経 型 n - ACh 受 容 体 の ア ロ ス テ リ ッ ク 部位 に Ca 2 十 が 結 合 す る こ と に よ り 、 受
容体 は 活 性 化 状 態、 に 移行 す る ら し い 。
神 経 型 n - ACh 受 容 体 の 活性 化機構 は cAMP を 介 す る 細 胞 内 情報 伝 達 系 に よ っ て 修
飾 さ れ る こ と が 知 ら れ て い る 。 ニ ワ ト リ 毛様 体神 経 節細 胞 あ る い は ウ シ 副腎 ク ロ ー
ム親和性細 胞 に cAMP を 投与 す る と 、 ACh に 対 す る 電 流 応 答 が 増 大 す る ( B e rg e t  
a l . ，  1 98 9 ; H i gg i ns and B e rg ， 1 9 88 ) 。 こ の と き 膜 表 面の n - ACh 受 容 体 数 は 変 化
し て い な い 。 ま た n - ACh 受 容 体 チ ャ ネ ル の 開 口 時 間 、 関口 頻 度 、 イ オ ン の 選 択 性
( 逆転電 位 ) お よ びア ゴ ニ ス ト の 親和性 に も 変化 は み ら れ な い 。 こ れ ら の こ と か ら 、
神経 節 細 胞 膜 表 面に は 多 数 の 不 活性 型 の n - ACh 受容 体 が 存 在 し 、 cAMP 刺 激 後 に 不
活性型 か ら 活 性型 へ の 変換 が 起 こ る と 結 論さ れ て い る 。
2 .  n - ACh 受 容 体 の 脱感 作 機構
神 経 筋 シ ナ プ ス に お い て 、 ア ゴ ニ ス ト が n - ACh 受 容 体 に 繰り 返し ま た は 長 時 間 作
用 す る と 、 ア ゴ ニ ス ト が 存 在 し て い る に も か か わ ら ず 、 n - ACh 受 容 体 は 脱 感 作
( desens i t i z a t i on ) を 起 こ し て シ ナ プ ス 伝達効 率 を 低下 さ せ る 。 こ の と き 受 容 体 の
コン フ ォ メ ー シ ョ ン は脱 感 作 型 に 変 化 す る ( Unw i n e t  a l . ，  1 988 ) 0 n - ACh 受 容 体
は脱 感 作 を 起 こ す た め に 必 要 な 要素 を す べ て タ ン パ ク 分 子 中 に 保持 し て い る 。 し た
が っ て 、 脂 質二 重層に 再構 成 さ れ た n - ACh 受 容 体 ( Laba rca e t  a l . ，  1 984 ) 、 卵母
細胞 に サ ブ ユニ ッ ト の mRNA を 注 入 し て 発現 さ せ た n- ACh 受 容 体 O I i sh i na e t  a l . ，  
1984) 、 線維芽細 胞 の ゲノムに 受容体 サ ブ ユニ ッ ト の cDNA を 組み 込 み 膜上 に 発現
さ せ た n - ACh 受 容 体 は す べ て 脱 感 作 を 起 こ し 得 る ( C l aud i o e t  a l . ，  1 98 7 ) 。 こ の
よ う に 神経 伝 達 物 質 お よ び薬 物 が n - ACh 受 容 体 に 直接 作 用 す る こ と に よ っ て 発 現 さ
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せ た 脱 感 作 を 同 種 脱 感 作 ( homo 1 ogous desens i t i z a t i on) と 呼び、 異 な る 受 容 体 に
作 用 し て n - ACh 受 容体 を 間 接 的 に 不 活 性 化 す る 異種脱 感 作 ( he t e ro 1 ogous
des ens i t i z a t i on ) と 区別 し て い る ( Ochoa et a 1 . ，  1 9 9 2 ) 。 後 者 の 例 と し て は 、 神
経筋 シ ナ プ ス の 伝 達 物 質 で あ る カル シ ト ニ ン 遺伝 子 関 連 ペ プ チ ド ( C GRP ) や ア デ ノ
シ ン が そ れ ぞ れ の 受 容体 の 活性 化 を 介 し て n - ACh 受 容 体 の 脱 感 作 を 促 進 す る 機構
( Mu 1 1 e  e t  a 1 . ，  1 98 8 ; P i  t ch f o rd e t  a 1 . ，  1 9 9 2 ) が 挙げ ら れ る 。
n -ACh 受 容 体 の 脱 感 作 の 発 現 過 程 お よ び回 復過 程 は 速 度 論的 に 詳 し く 解析 さ れ て
お り 、 そ の 詳細 を 以 下 に 示 す 。 ま た 生 理 的 条件下 で n - ACh 受 容体 の 脱 感 作 を 引 き 起
こ す た め に 如何な る 促進 機 構 が 介在 す る と さ れ て い る か を 概説 す る 。
2 - 1 脱 感 作 の 発 現 過 程
n - ACh 受 容 体 の 同 種脱 感 作 の 発 現 速 度 と 強度 は い ず れ も ア ゴ ニ ス ト の 濃度 に 依存
し て お り 、 濃 度が 高 い ほど 脱 感 作 は 促 進 す る ( Ada rns ， 1 9 75 ) 。 ア ゴ ニ ス ト の 脱 感 作
発現能 は 、 受 容体 の 活性 化 に お け る 固有 活 性 と は 平 行 し な い 。 受 容体 の 脱 感 作 は 速
度論的 に 次 の 四つ に 分類 さ れ る ( Ochoa e t  a 1 . ，  1 9 8 9 )  0 1 )  1 msec 以 内 で 起 こ る
脱 感 作 ( u 1 t ra fa s t desens i t i za t i on) 、 2 ) 数 mse c か ら 数 sec で 起 こ る 脱 感 作
( f as t desens i t i z a t i on ) 、 3 ) 数 sec か ら 数 m l n で 起 こ る 脱 感 作 ( s 1 ow
des ens i t i z a t i on ) お よ び 4) 数 m l n か ら 数h r で 起 こ る 脱感 作 ( u 1 t r as 1 ow
desens i t i z a t i on ) で あ る 。 S 1 0w と u 1 t ras 1 ow des ens i t i z a t i on の 区 別 に は 一 線を
成す も の は な い が 、 u 1 t ras 1 ow desens i t i z a t i on は 、 共 有 結 合 に よ る 修 飾 や
second mess enge r を 介 す る 間 接 的 な 効 果 お よ び down regu 1 a t i on に よ る 受 容 体 数
の 減 少 を 含 ん で い る と 考 え ら れ て い る 。
ア ゴ ニ ス ト が n - ACh 受 容 体 の "i soste r i c 部位 " ( K d�800 μ M ) に 結 合 す る と
u 1 t ra f as t desens i t i z a t i on が 起 こ る ( Udganonka r and Hess ， 1 98 7 ) 。 こ の 結 合 は
電位 依 存 的 で 、 過 分 極 側 で 促進 さ れ る ( Takeyas u e t  a 1 . ，  1 9 8 3 )  0 U 1  t ra f as t 
desens i t i z a t i on は 受容 体 チ ャ ネ ル の 開 口 に 匹敵す る 速 度 で 起 こ る た め 、 パ ッ チ ク
ラン プ 法 を 用 い て は じ め て 観 察 で き る ( Co 1 quhoun and S akmann ， 1 9 8 1 ) 。 し か し 、
nku 
そ の 生 理的 意 義に 関 し て は 不 明 の ま ま で あ る 。
F as t お よ び s l ow desens i t i z a t i on に 関 し て は 、 1 95 0 年代か ら 研究 が 進 め ら れ
て い る 。 ア ゴ ニ ス ト を 微 小電 極 に 詰め て 電気泳動 的 に 短 時 間 で カ エ ル の 筋終 板 に 投
与す る と 、 f a s t des ens i t i z a t i on が観 察 さ れ る ( Ka t z and Thes l e f f ， 1 9 5 7 ) 。 し
か し 、 同 じ 標 本 を 用 い て ア ゴ ニ ス ト を 濯流 法 に よ り 投与 す る と 、 s l ow
desens i t i z a t i on が 観察 さ れ る ( Adams ， 1 9 75 ) 。 そ こで Fe l t z と T rau tmann
( 1 98 2 ) は ア ゴ ニ ス ト を 速 い 濯流 法 に よ り 投与 し た 結 果 、 脱 感 作 が 二 相性 で あ る こ
と を 明 ら か に し 、 上 記 の 矛盾を 解 決 し た 。 ま た 神 経 筋 接 合 部 で は 外部 か ら ア ゴ ニ ス
ト を 投与 し な く て も 、 神 経 を 25 msec 以下 の 間 隔 で 刺 激 す る こと に よ っ て 受 容 体 を
脱感 作 さ せ 得 る ( Mag l eby and P a l l o t t a ， 1 98 1 ) 。 脱 感 作 時 の 単 一 チ ャ ネ ル 電 流 を
パ ッ チ ク ラ ン プ 法 に よ り 測 定 し て み る と 、 コンダク タ ン ス は 変 化 し て い な い
( Sakmann e t  a l . ，  1 9 8 0 ) 。 この こと か ら 脱 感 作 は 受 容 体 チ ャ ネ ル を 通 る イ オ ン の
透過 性 に は 影 響 せ ず 、 全 か 無 の 法 則に し た が っ て チ ャ ネ ル を 閉 じ る こと が示 さ れ た 。
ま た 脱 感 作 状 態 で は 、 単一 チ ャ ネ ル 電 流 は 数 十個 集ま っ て bu rs t 状 に な り 、 さ ら に
bu rs t は ま と ま っ て c l us t e r を 形成 す る ( Sakmann e t  a l . ，  1 98 0 ) 。 この b u r s t
間お よ び c l us t e r 聞 の 間 隔 は 脱 感 作 の 発 現 過程 の 二 つ の 相と 関連が あ る と 考 え ら れ
て い る 。 脱 感 作 状 態 に あ る n - ACh 受 容体 に 対 す る ア ゴ ニ ス ト の 結 合 を 生 化 学的 に 測
定す る と 、 低 親和性 の 結 合 ( K dr-../1 μ M) と 、 高 親和性 の 結 合 ( K d r-../ 3 nM ) が あ り 、
そ れ ぞ れ f a s t と s l ow des ens i t i z a t i on に 対 応 し て い る こと が 明 ら か に な っ て い
る ( Boyd and C ohen ， 1 980 ) 。 さ ら に 蛍光を 発 生 す る ア ゴ ニ ス ト Dns - C 6- Cho を
n- ACh 受 容 体 に 作 用 さ せ る こと に よ り 、 脱 感 作 発 現 中 に 低 親和性型 ( fa s t
desens i t i z a t i on ) か ら 高 親和性型 ( s l ow d esen si t i z a t i on ) ヘコ ン フ ォ メ ー シ ョ ン
が変化 し て い る こと が示 さ れ た ( He i dmann and Changeux ， 1 9 7 9 ) 。 ま た ア ゴ ニ ス ト
が な い 状 態 で も n - ACh 受 容 体 の 2 0 児 は 脱 感 作 状 態 ( s l ow desens i t i z a t i on ) に あ
る ( Boyd and Cohen ， 1 9 80 ) 。
一般 に n - ACh 受 容 体 は 、 ア ゴ ニ ス ト に よ り 活性 化 し 、 そ れ に 引 き 続 き f as t
dese ns i t i z a t i on を 経 て s l ow desens i t i z a t i on を 起こす と 考 え ら れ て い る
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( Neub i g  e t  a l . ，  1 98 2 ) 。 し か し "met haph i l i c な ア ン タ ゴ ニ ス ト "は n - ACh 受
容体 を 活 性 化 さ せ ず に 低 親和性 型 か ら 高 親和性型 へ変 化 さ せ る ( Rang and R i t t e r ， 
1 970 ) 。 この こと は n - ACh 受 容体 の 脱感 作 過 程 に お い て 活性 化 状 態 を 経 る 必 要 は な
いこと を 示 唆 す る 。 ま た n - ACh 受 容 体 の 活性化 と 脱 感 作 は 、 別個 の ACh 結 合 部位
を 持 つ 独立 し た 過 程 で 、あ る と い う 報告 も あ る ( D un n and Ra f t e ry ， 1 98 2 ) 。
n - ACh 受 容 体 - c l osed channe l b l ocke r は 脱 感 作 を 促 進 す る 薬 物 と し て 知 ら れ て
い る ( A l buq ue rque e t  a l . ，  1 988 ) 。 この channe l b l ocke r は ア ゴ ニ ス ト に よ る 受
容体 の f a s t desens i t i z a t i on ( Ca rp e t  a l . ，  1 98 8) お よ び s l ow
desens i t i z a t i on ( S i ne and Tay l o r ，  1 9 8 2 ) を そ れ ぞ れ 促 進 す る 。 そ の 結 果 、 受 容
体 の 構 造 が 変 化 し て 、 ア ゴ ニ ス ト は 高 親和性 を 示 す よ う に な る 。 脂 質 膜 に 再 構 成 し
たn - ACh 受 容 体 に お い て も 同 様 の 結 果 が 得 ら れ た こと か ら ( Med rano e t  a 1 . ， 
1 987 ) 、 これ ら の 薬 物 は n - AC h 受 容体 に 直 接 作 用 し て 同 種脱 感 作 ( homo l ogous
desens i t i z a t i on ) を 惹起 す る こと が 確認 さ れ た 。 n - ACh 受 容 体 に お け る これ ら の 薬
物の 結 合 部 位 は二 つ に 分類されて い る 。 1 ) イ オ ン チ ャ ネ ル 内 に 局 在 す る 高 親和性部
位と 2 ) 脂 質 ー タ ン パ ク 表 面に 1 0 - 30 個 存 在す る 低 親和性部 位 で あ る ( He i dmann
et a l . ，  1 98 3 ; Changeux et a l . ，  1 984 ) 。 前者 に channe l b l ocke r が 作用 す る と 、
ア ゴ ニ ス ト 非 依存 的 に 脱 感 作 が 起こる 。 ま た 後 者 に 作 用 す る と 、 ア ゴ ニ ス ト に よ る
脱感作 が 促 進 さ れ る ( He i dmann and Changeux ， 1 97 9 ; Boyd and Cohen ， 1 9 84 ) 。
ア ゴ ニ ス ト に よ る n - ACh 受 容体 の 脱 感 作 の 発 現 速 度 は 、 外液 Ca 2 + 濃 度 に 依 存 し
て 上 昇 す る こと が 報 告 さ れ て い る ( P a rs ons ， 1 9 6 9 ; Mant hey ， 1 9 70 ) 。 そ の 際 、 外
液 Ca 2+ は n - ACh 受 容 体 チ ャ ネ ル を 介 し て 流 入 し 、 シ ナ プ ス 後膜 の 内 側 か ら 受 容体
に 作用 し て い る と 考 え ら れ ( M i l ed i ， 1 9 8 0 ; Pa rsons e t  a l . ，  1 9 73 ; Nas tuk  and 
Parsons ， 1 97 0 ) 、 さ ら に この こと は No j i ma e t  a l . ( 1 9 9 2 ) に よ っ て 実 証 さ れ た 。
細胞 内 で 増 加し た C a 2 + は 、 脱 感 作 発 現 過 程 の 二 つ の 相の う ち s l ow
desens i t i z a t i on を 選 択 的 に 促 進 す る こと が 明 ら か に な っ て い る ( Chesnu t ， 1 9 83 ; 
Boyd ， 1 98 7 )  0 C a f f e i ne は n - ACh 受 容 体 の 脱感 作 に 影 響 し な い こと か ら 、 筋 小胞
体 か ら の Ca 2 + 遊 離 は 脱 感 作 に 関与 し て い な い と 考 え ら れ る ( Magazan i k and  
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Vyskoc i 1 ，  1 9 7 0 ) 。 ま た Ca 2 + は ア ゴ ニ ス ト の 協同 性 に 影 響 す る こと 無 く 、 親和性
を 増 加す る CCohen e t  a l . ，  1 974)  0 Ca 2 + 以 外 の 2 価お よ び 3 価の 陽イ オ ン も 受
容体 の 脱 感 作 を 促進 し CLambe r t and Pa rsons ， 1 97 0 ) 、 ア ゴ ニ ス ト の 親和性 を 増 加
す る CCohen e t  a l . ，  1 974 ) 。 し か し C a 2 + は脱 感 作 に は 影響 し な い と い う 報 告 も
あ り CAnywy l and Na rahash i ，  1 98 0 ; F i eke rs e t  a l . ，  1 98 0 ) 、 Ca 2 ふ は
homo l ogous desens i t i z a t i on の 調 節 因 子で あ っ て も 必 須因 子で は な い と 考 え ら れ て
い る 。
一 方 、 n - ACh 受 容体 の リ ン 酸 化 は 異 種 脱 感 作 Che te ro l ogous d es ens i t i z a t i on )  
を 媒 介 す る 主 要 な 因 子 と さ れ て い る 。 n - ACh 受 容体 を リ ン 酸 化 す る 酵 素 と し て プ ロ
テイ ン キ ナ ー ゼ A CP K A ) 、 プ ロ テ イ ン キ ナ -ゼ C CP K C ) お よ び チ ロ シ ン キ
ナ ー ゼ が 報 告 さ れ て い る : P K A は n - ACh 受容 体 の rお よ び δサ ブ ユニ ッ ト の セ
リ ン 残基 を CHugan i r and G reenga rd ， 1 98 3 ) 、 PI(C は α お よ び δサ ブ ユニ ッ ト の
セ リ ン 残基 を CS a f ran e t  a l .， 1 9 87 ) 、 チ ロ シ ン キ ナ ーゼ は β ， γ お よ び δサ ブ ユ
ニ ッ ト の チ ロ シ ン 残基 を CHugan i r e t  a l . ，  1 984 ) そ れ ぞ れ リ ン 酸 化 す る 。 受 容 体
がこれ ら の 内 因 性 の 酵素 に よ っ て リ ン 酸 化 さ れ る と 、 fas t desens i t i z a t i on の 速 度
が 上昇 す る CHop f i e l d e t  a l . ，  1 9 88 ; Hugan i r  e t  a l . ，  1 98 6 ) 。 し か し 、 リ ン 酸 化
は s l ow desens i t i z a t i on に は 影 響 し な い CHugan i r e t  a l . ，  1 9 8 6 ) 。 これ に 対 し
て 、 cAMP CP K A ) 系 の 脱 感 作 への 関与 を 否定 す る 論 文も あ る ( G rass  i e t a 1 . ， 
1 987 ; Wagone r and P a l l o t t a ， 1 988 ) 。 ま た 筋 細 胞 内 の P K A の 活 性 化 に よ り
n- ACh 受 容 体 チ ャ ネ ル 活 性 が 増 大 す る と い う 報告 も あ る ( Zan i e t a 1 . ，  1 9 8 6 ; L u 
et a l . ，  1 9 9 3 ) 0 F e r re r - Mont i e l  e t  a l . ( 1 9 9 1 ) は 、 これ ら の 相反 す る cA�IP 系 の
効 果 が ア ゴ ニ ス ト の 濃度 に 依 存 し て 生 じ る こと を 指 摘し た 。 す な わ ち P K A に よ る
n- ACh 受 容 体 の リ ン 酸 化 は 、 比 較的 低 濃 度 の ア ゴ ニ ス ト 存 在下 で は 受 容 体 の 活 性 化
を 助長 し 、 高 濃 度 の ア ゴ ニ ス ト 存在 下 で は 受 容体 の 脱 感 作 を 促 進 す る の で あ る 。
ホ ス ホ リ バ ー ゼ A 2 の 活性 は Ca 2 -r， G 蛋 白 質 お よ び P K C に よ っ て 調 節 さ れ て い
る ( Ax e l rod  e t  a l . ，  1 98 8 )  0 Torpθdo 電 気 器官膜 に お い て ホ ス ホ リ バ ー ゼ A 2 は
n- ACh 受 容 体 の 脱 感 作 を 促 進 す る ( And reas en e t  a l . ，  1 97 9 ) 。 ホ ス ホ リ バ ー ゼ
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A 2 の 産 生 物 質 で あ る ア ラ キ ド ン 酸 お よ び リ ゾー リ ン 脂 質 は n - ACh 受 容体 チ ャ ネ ル 活
性 を 抑 制 す る が 、 受 容体 の 脱感 作 に は 影 響 し な い 。 n - ACh 受 容 体 の 脱 感 作発 現 速 度
は細 胞 膜 を 構 成 す る 脂 質 の 組成 に 依 存 し て 変 化す る の で ( Sunsh i ne and McNamee ， 
1 9 9 2 ) 、 ホ ス ホ リ パ }ゼ A 2 に よ る 脱 感 作 促 進 効 果 は 受 容 体 の 膜環境の 修 飾 に よ る も
の と 考 え ら れ る 。
そ の 他 、 n - ACh 受 容体 を 取 り 巻 く 環境の 変 化 に よ っ て も 脱 感 作 は 修 飾 さ れ る の 脱
感作 の 発現 は温度 が 低 い ほど 遅 く な る OIagazan i k and Vyskoc i 1 ，  1 9 75 ) 。 ま た 脱
感作 の 発現 は 脱 分極 状態、 で は 遅 く な り 、 過分極状 態 で は 速 く な る ( Maga zan i k and 
Vyskoc i l ，  1 9 70 ) 。 脱 感 作 発 現 過程 に 対 す る pH の 影 響 は これ ま で s l ow
desens i t i z a t i on に お い て の み 検 討 さ れ て い る 。 ACh 濯 流 法 を 用 い て 酸 性 条件 下 に
お け る マ ウ ス 骨格 筋 n - ACh 受 容体 の 脱 感 作 の 速度 を 測 定 す る と 、 少 な く と も s l ow
desens i t i z a t i on が 促進 さ れ て い る ( L i and McNamee ， 1 9 9 2 ) 。 し か し ア ル カ リ 性
条件下 で は 脱 感 作 の 速 度 に 変化 は 起こら な い 。 ま た 脱 感 作 の pH 感 受 性 は n - ACh 受
容体 の β - サブユニ ッ ト に 依 存 し て い る 。
2- 2 脱 感 作 の 回 復 過程
n - AC h 受 容 体 の 脱 感 作 か ら の 回復 過程 は 発 現 過程 と 同 様 に 二 つ の 指 数 関数 で 表 さ
れ る ( Fe l t s and T r au tman ， 1 98 2 ) 。 速 い 回 復 過 程 の 時 定 数 は 数 msec で あ り 、 遅
い 相は 数 m l n で あ る 。 し か し 発 現 過程 に お け る f a s t お よ び s l ow
desens i t i z a t i on の 割 合 と 回復 過 程 の 二 つ の 相の 割 合 と は 異 な る 。 ま た 回 復 過程 の
二つ の 相の 割 合 は ア ゴ ニ ス ト の 投与時 間 に よ っ て 決ま り 、 ア ゴ ニ ス ト の 種類 、 濃 度
お よ び 脱 感 作 の 強 度 に は 無 関係 で あ る 。 そ の た め 、 低濃 度 の ア ゴ ニ ス ト を 用 い て も
長時 間 作用 さ せ る と 遅 い 相の 割 合 が 増 え 、 脱 感 作 か ら の 回 復 が 遅 く な る 。 これ ら の
こ と か ら 、 脱 感 作 か ら の 回 復 は 脱 感 作 発 現 と は 全 く 独 立 し た 過 程 で あ る と い え る
脱 感 作 発 現 の 促 進 因 子は 、 回 復 過程 に 対 し で か な り 異 な る 作 用 を 示 す 。
Ch l o rp romaz i ne な ど の c l osed channe l b l ocke r は 脱 感 作 の 回 復 過程 に は 全 く 影 響
し な い OIagazan i k and Vyskoc i 1 ，  1 9 75 ) 。 細 胞 内 Ca 2 + は 脱 感 作 か ら の 回 復 を 遅
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らせ 、 脱 感 作 状 態 を 維 持 す る ( Chesnut ， 1 983 ) 。 そ の 際 、 二 つ の 相の 回 復 速 度 は 共
に 減少 す る 。 n - ACh 受容 体 の リ ン 酸 化 は 脱 感 作 か ら の 回 復 過 程 に は 影 響 し な い
( Ha rdw i c k e t  a l . ，  1 9 9 1 ) 。 し か し P K A お よ び }J K C の 活性 を 阻害 す る と 脱 感 作
か らの 回復 の 度 合 が 減少 す る 。 し た が っ て 、 脱 感 作 か ら の 完 全 な 回 復 に は n- ACh 受
容体 あ る い は そ の 関連タ ン パ ク の リ ン 酸 化 が 必 要 で あ る と 考 え ら れ て い る 。
2 - 3 生 理的 機 能 と し て の 脱 感 作
一般 に 、 受 容体 の 脱 感 作 機構 は 生 理的 条件下 で は 機 能 し て い な い と さ れ て い る 。
し か し 神経 筋 接 合 部 に お い て 運 動神経 を 33 Hz 以上 の 頻 度 で 刺 激 す る こと に よ っ て
n- ACh 受 容 体 の 脱 感 作 を 引 き 起こす こと が で き る O Iag l eby a nd P a l l o t t a ， 1 98 1 ) 。
さ ら に コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ が 阻害 さ れ 、 シ ナ プ ス 間 際 に ACh が 貯 留 し た 状 態 に お い
て は 、 5 - 1 0 Hz 程 度 の 低頻度刺 激 に よ っ て 容 易に 脱 感 作 を 起こし 得 る OIag 1 eby 
and P a l l o t t a ， 1 98 1 ; G i n i a tu l l i n e t  a l .， 1 98 9 ) 。
n - ACh 受 容 体 の 脱 感 作 が Ca 2十 や リ ン 酸 化 な ど の 因 子 に よ っ て 促進 さ れ る こと は
既に 述 べ た 。 これ ら の 因 子 を 制 御 す る 生 理的 機構 と し て 、 現 在 独 立 し た 二 つ の 説 が
提唱さ れ て い る 。 そ の 一 つ は 、 ACh 自身が 惹起 す る 同 種脱 感 作 機 構 ( homo l ogous
desens i t i z a t i on ) で あ る 。 そ の 機構 に は 、 P K C に よ る n - ACh 受 容 体 の リ ン 酸 化
が 関与 し て い る と 考 え ら れ て い る ( E useb i e t  a l . ，  1 9 87b ) 口 培 養骨 格 筋 に お い て
ACh が 受 容 体 を 活性 化 す る と き 、 細 胞 内 で イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 代謝が 活性 化 す る
(Adamo e t  a l .， 1 9 8 5 ) 。 ま た ラ ッ ト 坐骨神経 を 高 頻度 で 電 気刺 激 し た と き 、 下 肢
筋 の 収 縮 に と も な い P K C は膜 へ移 行 す る ( R i ch t e r e t  a l . ，  1 9 8 7 ; C l e l and e t  
a l . ，  1 98 9 ) 。 さ ら に 外 液 Ca 2 ↓ 存 在下 に お い て の み 、 受 容体 ア ゴ ニ ス ト の
ca rbacho l 刺 激 で n - ACh 受 容 体 の リ ン 酸化 が起こる の そ の リ ン 酸 化 パ タ ー ン は
P K C 活 性 化 剤 に よ る も の と 類似 し て い る ( Ross e t  a l . ，  1 98 8 ; Hugan i r  and 
G reenga rd ， 1 9 9 0 ) 。 これ ら の 結 果 か ら ACh 刺 激 に よ る 外液 C a2 - 流 入 が P K C を
活性化 し 、 n - ACh 受 容体 の リ ン 酸化 を 引 き 起こし て い る こと が 示 唆 さ れ て い る 。
二 つ 自の 説 は 、 運 動 神 経 終 末 に 存 在 す る CGRP ( T akam i e t  a l . .  1 98 5 ) が 惹起 す
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る 異種脱 感 作 機構 ( h e t e ro l ogous desens i t i z a t i o n) で あ る 。 神 経 の 興 奮 に と も な
い ACh と 共 に 遊 離 し た CGRP が ア デ ニ レー ト シ ク ラ ーゼ を 活 性 化 す る と ( Lau f e r
and Changeux ， 1 98 7 ) 、 細 胞 内 cAMP の 濃度 が 上 昇す る 01 i 1 e s  e t a 1 . ，  1 9 8 9 ) っ
そ の 結 果 、 活 性 化 し た P K A が n - ACh 受容 体 を リ ン 酸化 す る た め 、 受 容 体 の 脱 感 作
が 促 進 す る 01u 1 1 e e t a 1 . ， 1 988  ) 。
Mu l l e  e t  a l . ( 1 988 ) は n - ACh 受 容 体 の 脱 感 作 促 進 機 構 に お け る CGRP と Ca 2-
系 と の 関連を 検討 し て い る 。 CGRP は マ ウ ス 培 養 骨格 筋 細 胞 内 の Ca 2+ 濃 度 を 一 過性
に 上昇 さ せ る 。 この と き 細 胞 内 Ca 2-，- を キ レー ト し で も CGRP の 脱感 作 促 進 効 果 は
阻害 さ れ な い 。 し た が っ て CGRP は 細 胞 内 Ca 2� を 介 さ ず に 脱 感 作 を 促 進 し 得 る 、
と 彼 ら は 結 論 し て い る 。 し か し 、 この 結 果 は か な り 高 濃度 の CGRP の 効 果 を 検 討 し
た も の で あ り 、 生 理的 濃 度 下 で は む し ろ CGRP は Ca 2 + を 介 し て 脱感 作 を 促 進 す る
可能性 も 残さ れ て い る 。
3. 糖 尿 病 態 に よ る 神経 筋 シ ナ プ ス 伝達 の異常
糖 尿 病 態 は 、 糖 質 、 タ ン パ ク 質 お よ び脂 質 の 代謝異 常 状 態 で あ り 、 多 く の 場 合 、
合併 症 を 引 き 起こす 。 糖 尿 病 性 神 経 障害 は 糖 尿 病 慢 性 合 併 症 の う ち 最も 頻度 の 高 い
も の の 一 つ で あ る 。 糖尿 病 態 の 神経 筋 シ ナ プ ス に お い て も 、 運 動 神経 の 伝 導速 度 の
遅 延 や ACh 遊 離 量の 減 少 ( K i mu ra e t  a l . ，  1 9 9 3 ; Cons t an t i n i  e t  a l . ，  1 98 7 ) 、
骨 格 筋 の 形 態 学的 、 生 化 学的 、 電 気 生 理学的 な 異 常 が観 察 さ れ る ( G angu l y e t  a l . ， 
1 98 6 ; Chao  e t  a l . ，  1 9 76 ; G ross i e ，  1 9 8 2 ) 。 ま た 、 筋 細 胞 内 の Ca 2 + 制 御 機構 に
お い て も 変 化 が 生 じ る : 糖 尿 病 態 に お い て 筋 線維 膜 の Ca 2 + ポ ン プ お よ び Na+ -
Ca 2-.- 交 換 の 活性 や 筋 小胞体 の Ca 2キ ポ ン プ活性 は 上 昇 し ( Gangu 1 y e t a 1 . ，  1 9 8 6 ; 
Ta i r a  e t  a l . ，  1 9 9 1 ) 、 筋 線維 膜 の Ca 2-r channe l 数 は 増 大 す る ( L ee and Dha l l a ，  
199 2 ) 。 さ ら に 糖 尿 病 態 筋 に お い て 、 1 ) Ca 2 + 活 動 電 位 の 振 幅 お よ び持 続 時 間 の 減
少 ( K i mu r a e t  a l . ，  1 9 88b ) 、 2 ) 筋 直 接刺 激 に よ る 収 縮 性 C a 2 十 動 員 の 外 液 C a 2 +
濃度依 存 性 の 低下 ( K i mu ra e t  a l. ，  1 9 90a ) 、 3 ) C a  2 十 依 存性 中 性 プ ロ テ ア ー ゼ 活
1 4  
性 の 上 昇 ( Kobayash i e t  a 1 . ，  1 98 9 ) 、 4) Ca 含 量の 増 加 ( Nakagawa e t  a 1 . ，  
198 9 ) 、 な ど の 報告 が な さ れ て お り 、 糖尿 病 態 で は 筋 細 胞 内 の C a 2� 濃 度 が 異 常 に
上昇 し て い る と 考 え ら れ る 。
糖 尿 病 性 神 経 障 害 の 成 因 は 依 然と し て 未解 決の ま ま で あ る 。 し か も 神経 側 と 筋側
の 病 態 異 変 は 上 記 の よ う に そ れ ぞ れ 独 立 に 論 じ ら れ て お り 、 神 経 筋 接 合 部 の 異 常 に
はあ ま り 注 意 が 払わ れ て い な い 。 K i mu ra e t  a 1 . ( 1 988a ) は 脱 分 極 作 用 を も っ神経
筋 遮 断 薬 の suxame t hon i um ( succ i ny 1 cho 1 i ne :  SuCh ) と マ ウ ス 後 肢 骨格 筋 ミ ク ロ
ソー ム分 画と の 結 合 様 式 を 検討 し た と ころ 、 正 常 筋 で は 正 の 協同 性 を 示 す の に 対 し 、
糖尿病 態 筋 で は 負の 協同 性 を 示 すこと を 見い だ し た 。 そ し て 膜 を 含 め た n - ACh 受 容
体 機 構 に 異 常 が 生 じ て い る と 結 論 し て い る 。 さ ら に k i mu ra et  a 1 .  ( 1 9 8 6 ) は
n-ACh 受 容 体 に 対 す る 神 経 筋 遮 断 薬 の 感 受性 の 糖 尿 病態 に お け る 変化 を 検討 し て い
る 。 そ れ に よ る と 、 糖 尿 病 態 で は SuCh に よ る ACh 電 位抑 制 作用 の 感 受 性 は増 大 す
る が 、 競 合 的 括抗 薬 の ( + ) - tubocu r a r i ne お よ び α - bunga r o t ox i n に よ る 抑 制 作 用 の
感受性 は 変 化 し な い 。 単 収 縮 の 抑 制 作用 に お い て も 同 様 の 変化 が 観察 さ れ る
01u r o  i e t  a 1 . ，  1 9 8 9 ) 。 脱 感 作 促 進 作 用 を 持 つ 和漢薬 の 蒼Jtt成 分 β - eudesmo 1 は 、
糖尿 病 態 に よ る SuCh の 作 用 の 増 強 を さ ら に 促 進 す る 01u r 0 i e t a 1 . ，  1 98 9 ) 。 コ
リ ン エ ス テ ラ ー ゼ 活性 は 正 常 筋 と 糖尿 病 態 筋 と で 差 が み ら れ な い 01a t s u i e t a 1 . ， 
1 990 ) 。 し た が っ て 、 糖 尿 病態 で は n - ACh 受容 体 の 脱 感 作 が 冗 進 し て い る 可能 性 が
あ る 。
以 上 の 報 告 よ り 、 糖 尿 病 態 に お い て 筋細 胞 内 に 蓄 積 し た Ca 2-r- が n - ACh 受 容 体 の
脱感作 を 冗 進 さ せ 、 そ の 結 果 神経 筋 シ ナ プ ス 伝 達 の 異 常 を 引 き 起こし て い る と 考 え
られ る 。
4. R A M I C の 発見
骨格 筋 に お い て 細 胞 内 C a2 + は 主 に 収縮 ・ 弛緩 を 制 御 す る 因 子 と し て 理解 さ れ て
きた 。 興 奮 - 収縮 連関を 介 し て 筋 小胞 体 か ら 遊 離 さ れ る C a 2 + が そ の 役割 を 担っ て い
1 5  
る こと は 周知 の 事実 で あ る 。 と ころ が 横 隔膜 神 経 筋 標 本 に お い て 脱 感 作 促 進 剤と し
て の SuCh が 細 胞 内 C a 2 + t rans i en t を 筋収縮 よ り も 高 い 感 度 で 抑 制 す る こと か ら 、
収縮 に は 直 接 結 び、つ か な い C a 2 + 動 員 機構 の 存在 を 当研究 室で は 予測 し て い た
( K i mu ra e t  a l .， 1 9 9 0 b ) 。 そ し て 低 濃度 の コ リ ン エ ス テ ラ ーゼ 阻害 剤存 在 下 で 神
経刺激 し て 脱感 作 の 起こ り や す い 状 態 を 再現 し た と き 、 収 縮 性 の C a 2+ と は 別に 、
持続 時 間 の 長 い 非収 縮 性 C a 2 + t rans ien t が 発生 す る こと を 発 見 し 得 た ( F ig . 2 ;  
K imu ra e t  a l .， 1 98 9 ) 。 この 非 収 縮 性 Ca 2 + t rans i en t は 外 液 C a 2 + 濃 度 に 依 存 し
cu nv ph ukn RU 
-
Neos↑igmine 
0.3μM 
nud --' 
2 min 
Fig . 2 Typical data showing the effec t of mostigRifle ( 0 . 3 μ H )  on Ca2 +-aequorin lurninescence 
(cd + tr?11S ient ， upFer ) md .
Wi tch tension ( lower ) in nerve-stimulated diaphragIl muscle of m­
The TIlltrlent so ilitlOII containlng neost igIline was continuously Ferfused from the t ime point 
represented by the closed c ircle  (Kimura et al . ，  1989 ) .  
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て 変 化 す る 。 ま た ( + ) - t ubocu r a r i ne は 、 収 縮 を 抑 制 す る 濃 度 よ り 1 0 倍 も 低 濃 度 に
お い て 非収 縮 性 Ca 2 + t rans i en t を 抑 制 す る が 、 ムス カ リ ン 性 ACh 受 容 体 の 括 抗 薬
であ る a t rop i ne や Ca 2 十 括抗薬 の n i t rend i p i ne は 影 響 し な い 。 し た が っ て
n- ACh 受 容 体 チ ャ ネ ル を 介 す る Ca 2 + 流 入 に 密 接 に 関連し て い る こと が 明 ら か に な
っ て い る ( F i g . 1 ) 。 し か し 非 収縮性 C a 2+ 動 員 機 構 の 詳 細 な メ カ ニ ズムに 関 し て
は不 明 の ま ま で あ る 。 非 収 縮 性 Ca 2 + t rans i en t の 動 員 総量 は 収縮 性 C a 2 +
t rans i en t よ り 大 量 で あ る に も 拘 ら ず 収 縮 を 引 き 起 こさ な い こと か ら 、 n - ACh 受 容
体 の 活性 を 調 節 す る 役割 を 果 た し て い る と 考 え ら れ る 。 そ こで この Ca 2 T シ グ ナ ル
を RAM I C ( recep t o r - ac t i v i ty modu l a t i ng i nt race l l u l a r c a l c i um) と 命名し た 。
RAM I C 発 見以前 に も 、 コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ 回害 剤 存 在 下 で RAM I C と 類似 し た 波形
を 示 す 現 象が 知 ら れ て い た 。 横 隔 膜 筋 の 終板 部 位 で 観 察 さ れ る 持 続 的 な 収縮
( p ro l onged l oca l i z ed con t ract i on ) も そ の 一 つ で あ る ( Bu rd and F e r ry ，  1 987 ) 。
し か し 、 この 収 縮 は 高濃 度 の 外液 Ca 2 ..- に よ っ て 抑 制 さ れ る た め 、 RAM I C の 特 性 と
は異 な る ( Hong and Chang ， 1 993 ) 。 ま た Chang and Hong ( 1 9 8 6 ) は コ リ ン エ ス テ
ラー ゼ 阻害 剤 存在 下 で 横 隔膜神経 を 高頻 度 刺 激 す る と 刺 激 後 に も 持続 時 間 の 長 い 終
板電位 ( r egene ra t i ve depo l a r i z a t i on ) が 発生 す る こと を 報 告 し て い る 。 し か し こ
れも 、 刺 激 条件の 違い や 刺 激 に 応 じた 終 板 電 位 ( epp ) の 発生 が 消失す る 点 で
RAM I C と は 性 格 を 異 に す る 。 この よ う に RAM I C シ グ ナ ル は細 胞 内 C a2 十 動 態 を 介 し
て 初 め て 発 見さ れ た 現 象な の で あ る 。
以 上 、 n - ACh 受 容 体 の 構 造 と 機能 、 脱 感 作 機 構 、 病 態 修 飾 お よ び RAM I C 動員 に つ
い て の 現在 ま で の 知 見を 概説 し た 。 骨格 筋 に お い て 、 Ca 2 + は 活 性 化 と 不 活 性 化 の 両
面に 関与 し て い る 。 そ こで 、 n - ACh 受 容 体 の 脱 感 作 が 起こ り や す く な っ た 状 態 に お
け る 筋細 胞 内 C a 2+ 動 態 を 検 討 す る こと に よ り 、 Ca 2 + に よ る 脱 感 作 機構 を 解 明 で き
る 可能 性 が あ る 。 ここに 本 研究 の 意 義が 存 在 す る 。
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第三E主言 多言E属食ヌゴミf云
( 1 ) 実 験標本
ddY系 マ ウ ス ( 7 - 9 週齢、 体 重28 - 42 g ， 雄) を 断頭、 潟血後 開 腹 し 、 片 側 横 隔膜
を 横 隔 膜 神 経 、 臆お よ び 肋 骨 を 付 け た ま ま 摘出 し た 。 修 正 K rebs 液 ( m�I: NaC  1 
1 22 、 K C l 5 . 9 、 CaC 1 2 2 .  5 ，  �IgC 1 2 1 . 2 、 NaHC 0 3 1 5 . 5 、 g l ucose 1 1 . 5 ) 中 で 、 幅 約
10 mm の 横 隔膜 神 経-横 隔膜標 本 を 作 成 し 、 実験 に 用 い た 。
糖尿病態 マ ウ ス と し て は 、 正 常 ddY マ ウ ス ( 4 週齢) の 尾静脈内 に
st rep t oz o t oc i n  ( STZ ， 1 5 0  mg/kg) あ る い は a l l ox an ( 8 5 mg/kg) を 単 回 投与 し
( 0 . 1  m l / 1 0 g ) 、 4 -5 週経 過 後 に 使 用 し た 。 マ ウ ス の 血 糖値 は g l ucose ana l yz e r 
( Type II， B eckman) を 用 い て g l ucose ox i das e 法 に よ り 測 定 し た 。
(2 ) 筋 収 縮 張 力測定法
The rmo - mod u l e  ( 小 松電 子 ) に よ り 温め ら れ た 銅版 の 上 に 反 応槽 を 固 定 し 、 混合 ガ
ス ( 95 %0 2 ， 5 %C0 2 ) で 飽和 し た 36 0C の 修正 K rebs 液を 1 . 5 m l /m i n の 速 度 で 潅流
し た 。 そ し て F i g . 3 で 示 す よ う に 、 神 経 筋 標 本 の 4端を ピ ン で 固定 し た 。 横 隔膜
切片 の 腿 に は 予め 糸 を 結 ん で お き 、 そ れ を i some t r i c t r ansduce r ( mod e l S B - 1 T - H 
日本光電 ) に 導い た 後 、 静止張 力 と し て 200 mg を 負荷 し た 。 1 mm 離 れ た 一対 の 白
金電極 を 栄養液中 に 浸 し 、 横 隔膜神経 を 掛け た 。 E l ec t r i c s t i mu l a t o r  ( 3F46 ， 三 栄) 、
i so l a t o r  ( 53 6 1 ， 三 栄) を 介 し て 白 金 電極 に 電 圧を 加え 、 神経 を 電 気刺 激 ( 0 . 1 Hz ， 
0 . 1 ms ec d u r a t i on ，  sup ramax i ma l  vo l t age ) し た 。 刺 激 電 圧は オ シ ロ ス コープ
( DPO - 6 0 0 1 ， ダイ ヤ メ デイカ ル ) で モ ニ タ ー し た 。 この と き 発 生 す る 横 隔膜 筋 の 収
縮 を 等尺性 張 力 変 化 と し て と ら え 、 t ransduce r を 介 し て ca r r i e r amp l i f i e r 
( RP - 3 ， 日 本光電 ) で 増 幅 し po l yg raph ( type 8K20 ， 三 栄) に 記録 し た 。
( 3) Aequorin 発 光測定法
細胞 内 Ca 2 + 濃 度 測 定 法 に は 、 1 ) Ca  2 + 電 極 法 、 2 ) Ca  2 + 感 受性 色素 に よ る 吸光
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Fig. 3 Apparatus used to measure aequorin signa1s and tension. The nutrient so1ution perfused 
the preparation from 1eft to right (see arrows). The four corners of a musc1e stripe were 
pinned to rubber p1ates; The 1eft end was connected to an isometric transducer. The phrenic 
nerve was stimulated through a pair of platinum wire electrodes 1 mm apart (S). Aequorin 
luminescence was directed through an optical fiber (F) onto a photomultiplier tube (PTM) whose 
output was led to a photon counter. 
度変 化 測 定法、 3 ) C a  2ト 感受 性蛍光 色素法、 およ び 4) Ca  2-l 感 受 性発 光 タ ン パ ク
( aequo r i n ) 法が あ る 。 高 い 時間 分 解 能 が 要 求さ れ る 骨 格 筋の 細 胞内 Ca 2-l 濃 度測
定に は aequo r i n 法が 最も 適 し て い る り 当研究 室で は 既に aequo r l n 法を 用い 、 筋
細胞 内 Ca 2 I 濃 度の 変 化 およ び張力変化 を 同時に測 定する 方 法を 確 立 し て い る
( Ki mu ra e t  a l . ，  1 98 5 )  () 
3-1 Aequo r i n 溶 液 の 調製
Che l ex - 100  ( B i o .  Rad . L ab o ra t o r i es ， 5 0 - 1 0 0  mesh ) を 詰め た カ ラ ムに 再 蒸留水
を 通 し 、 C a 2 + を 除去 し た の そ し て 、 5 μ M EDTA 溶 液 と し た 後 、 aeq u o r i n OIayo 
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C l i n i c お よ び 和光純薬 ) を 溶 解 し た 。 こ の aequo r i n 溶液 ( 1 mg/m 1 :  1 5 0 mM KC  1 ， 
5 mM HEPE S ， pH  7 . 45 ) を ミ リ ポ ア フ ィ ル タ ー ( 0 . 0 5 μ m) に 通 し た 後 、 ポ リ エ チ レ
ン 容器に 入 れ て 40C で 保 存 し た 。
3-2 Aequo r i n 注 入 用 ガ ラ ス 管微小電極 の 作 製
芯入 り ガ ラ ス 管 ( 90mm ， GD - 2  成 茂) を 半分 の 長さ に 切 り 、 濃 硫酸 に 一 昼夜以上
浸 し た 後 、 蒸留 水 で 洗浄し た り Aequo r i n の充墳を 容 易に す る た め シ リ コ ン 溶液で 処
理す る 。 こ の と き シ リ コ ン 溶液と し て d i me thy l po l ys i l oxane ( 富士シ ス テ ムズ) を
Ca 2 + - f ree の 蒸留 水 に 溶 解 し て 1 %溶 液 と し た 後 、 ミ リ ポ ア フ ィ ル タ ー ( 0 . 45 μ m)
を 通 し た も の を 用 い た 。 次 に こ の ガ ラ ス 管を Ca 2- - f ree の 蒸留 水 で 洗浄 し た 後 、 シ
リ コン を 固 定 す る 目 的 で 乾熱乾燥し た ( 約 8 0 0C ， 20 m i n ) 。 さ ら に 5 μ M EDTA を 含
むCa 2十 - f ree の 蒸留 水 に 浸し た 後 、 自然乾燥さ せ た 。 最後 に 、 得 ら れ た ガ ラ ス 管を
プラ ー ( 成 茂) で 引 く こ と に よ り 、 aequo r l n 注 入 用 微 小 電 極 ( 抵 抗4 - 6 MQ) を 作
製し た 。
3- 3 Aequo r i n の 細 胞 内 圧注 入
ガ ラ ス 管微 小 電 極 の 先 端に aequo r l n 溶液 ( 約 1 μ 1 ) を 充填 し 、 白 金 線に よ り 電
気的 接 触を 保 っ た 。 顕微 鏡観察 下 で マ イ ク ロ マ ニ ピ ュ レー タ ー を 操作 し 、 微 小電極
を 筋 細 胞 内 に 刺 入 し た 。 こ れ は 、 膜 電 位 を m i c roe l ec t rode amp l i f i e r OIE Z - 8 1 0 1 ， 
日本光電 ) を 介 し て オ シ ロ ス コー プ で モ ニ タ ー す る こ と に よ り 確 認 で き た ι そ し て
窒素ガ ス を 用 い て 微 小電 極 の 末 端側 か ら 加圧 ( 5 - 6 a tm ， 2 s ec ) し 、 細 胞 内 に
aequo r l n 溶 液を 圧注 入 し た 。 こ の 操作 を 繰り 返し 、 各 標 本 の 40 - 5 0 本 の 筋 線維 に
aequo r l n を 負荷し た 。
3- 4  Aequo r i n 発光測 定 法
横隔膜 神 経 を 電 気刺 激 し た と き 、 細 胞 内 で 一 過 性 に 増 加す る C a 2 + と 結 合 し た
aequo r i n の 発 光 ( C a 2+ t rans i en t ) を 光フ ァ イ ノ てー ( 直 径 3mm ， 菱美プ ラ ス チ ツ
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ク) を 通 し て 光電 子増 倍 管 ( Mode l R464 ， 浜松ホ ト ニ ク ス ) に 導き 、 ph o t on
counte r ( 一部 改良 し た Mode l C767 ， 浜松ホ ト ニ ク ス ) で 測 定 し 、 reco rde r ( type  
8K20 ， 三 栄) に 記録 し た 。 同 時 に aequo r i n 発光の 振幅 の 変 化 は 、 張 力 変 化 と と も
に 、 FFT ana l yz e r ( S�ト270 1 ， 岩通 ) に よ り 測 定 し た 。
3 - 5  薬 物 投与 法
RAM I C シ グ ナ ル に 対 す る 種 々 の 薬物 効 果 を 検討 す る た め 、 neos t i gm i ne 投与前 に
横隔膜 筋 を 薬物 処 理し た 。 前 処 理す る 薬 物 が 細 胞膜 の 外 側 に 作用 点 を 持 つ 場 合 、 あ
る い は 細 胞膜 を 透過 し て 作 用 し 得 る 場 合 、 修 正 K rebs 液に 溶解 し 、 潅流 し た 。 細 胞
質内 に 作用 点 を 持 ち 、 か つ 膜 を 透過 し な い 薬 物 に 関 し て は aequo r l n 溶 液に 溶 解 し 、
細胞内 に 注 入 し た 。 そ の 他、 ボ ツ リ ヌ ス 毒素 は 腹腔内 に 、 百 日 咳毒 素 は 尾静脈内 に
投与 し 作用 さ せ た 。
3- 6 デ ー タ の 定 量法
RAM I C シ グ ナ ル を 定 量す る た め 、 3 0 回 ( 5 分間 ) の 刺 激 に よ り 得 ら れ た 波形 を 、
s i gna l p r ocesso r ( 7T07A ， 三 栄) で 加算平均処 理し 、 X - Y reco rde r ( t ype 8U 1 1 ，  
三栄) に 記録 し た 。 そ し て RAM I C 動 員 の 総量、 振 幅 お よ び持続 時 間 に 分け て 解 析 し
た : ま ず 動 員 総量は 波形 の 面積 を 測 定す る こと に よ り 定 量し た 。 面積測 定 に は
d i gi t i ze r  ( KD32 0 0 ， グ ラ フ テ ッ ク ) を 用 い た 。 RAM I C の 動 員 総量お よ び 振 幅 は 、
neos t i gm i ne 投与 前 の 収 縮 性 Ca 2 - t r ans i en t を 1 00児 と し た と き の 相対 値 で 表 し
た 。 ま た RAM I C シ グ ナ ル の 持 続 時 間 は 、 発 生
開始か ら 、 ピ ー ク 値 の l / e に 減衰 す る ま で の
時間 と し た 。 RAM I C の 持続 時 闘 を さ ら に 詳 し
く解析 す る 場 合 は 、 左図の よ う に 発 生 開 始 か ら
ピー ク 値 に 達 す る ま で の 時 間 ( T 1 ) と 、 ピ ー ク
値か ら l / e の 大 き さ に 減衰 す る ま で の 時 間
(T 2 ) と に 分け て 定 量し た 。
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一 方 、 neos t i g mi ne 非 存 在下 に お い て 収縮 性 Ca '� + t rans i en t に 対 す る 神 経 筋 遮
断薬 の 効 果 を 検討 し た 実験 で は 、 シ グ ナ ル の 振幅 測 定 の た め に FFT ana l yz e r を 使
用 し た 。 そ し て 刺 激 に よ り 得 ら れ た デ ー タ を6個 ( 1 分 間 ) ず つ 平均 し 、 薬 物 投 与
前 の 反 応 を 1 0 0 犯と し た と き の 相対 値 で 表す こ とによ り 薬 物 の 効 果 を 定量 し た 。
(4) ACh電位測定法
電 気泳動 的 に 投与 し た ACh が 惹 起 す る 膜 電 位 変 化 ( ACh 電 位 ) を 細 胞 内 微小 電 極
法 に よ り 測 定 し た 。 膜電 位 記録 用 ガ ラ ス 管微 小電極 に 3 M KC I を 充填 し 、 Ag -AgC I
電極 に よ り 電気 的 接 触 を保っ た 。 顕微 鏡観察 下 で マ ニピ ュ レ ー タ ー を 操作 し 、 横 隔
膜 筋 の 終板 部 位 に 微 小電極 を 刺 入 し た 。 こ の と き オ シ ロ ス コ ー プ ( VC - 9 ， 日 本光電 )
で 微 小 終 板 電位 ( mepp ) の 発生 を 確 認 し た 。 次 に �� M ACh を 充填 し た 刺 激 用 電極
( 抵 抗 1 5 - 2 0 �IQ) の 先 端を 記録用 電極 の 刺 入 位 置 に 近づけ た 。 E l ec t r i c
st i mu l a t o r ( 日 本光電 ) 、 mi c ro - i on t opho res i s u ni t  ( D R I- 2 5 ， ダイ ヤ メ デイカ ル )
を 介 し て 刺 激 用 電極 に 陽電流 ( 2 msec ， 1 0 - 50  nA) を 流 す こ と に よ り ACh を 電 気泳
動的 に 放 出 し た 。 こ の と き 発生 し た ACh 電 位 を mi c roe l ec t r i c a mp l i f i e r  
( D PZ - 1 6A ， ダイ ヤ メ デイカ ル ) で 増 幅 し 、 カ セ ッ ト デ ー タ レ コ ーダー ( XR - 5 0 0 0 ，
TEAC ) に 記録 し た 。 刺 激電 極 の 位置 は ACh 電 位 の 立 ち 上 が り 時 聞 が 1 0 - 20 ms ec に
なる よ う に 調 節 し た 。 ま た ACh 電 位 の 振 幅 が 8 mV に な る よ う に 刺 激電 位 に か け る
電荷 量 を 調節 し た 。 刺 激 電 圧 に は ACh の 漏出 を 防ぐた め 、 常 に 電 極 に 逆電 流 ( 約
5 nA) を 流 し た 。
(5)統計学 的処理
結果 は 平均 値±標 準誤差 で 示 し た 。 対 照群と 薬 物 処 置群 の 聞 の 有意 性 は 、 一元配
置分散分 析 ( one - way ANOVA) を し た 後 、 多 重比 較 ( Sche f fe mu l t i p l e - co mpa r i son  
tes t ) で 判定 し た 。 た だ し 、 各群 の デ ー タ 数 に 2 倍 以 上 の 差 が あ る 場 合 は 、
Student の unpa i red t - tes t に よ り 有意 差 を検 定 し た 。
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皿 - 1 R A M I C の 収縮性 C a 2+ からの独立 性
骨格 筋 に お い て 細 胞 内 C a 2 -，-は収 縮 ・ 弛緩 を 直接 制 御 す る 役 割 を 果 た し て い る 。
そ の た め 興 奮 ー収 縮連 関 に 携わ る 筋 小胞体 か ら の C a 2 + 遊 離機構 の み が 重要視さ れ て
きた 。 と こ ろ が コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ 阻害 剤存在下 で マ ウ ス 横 隔 膜 筋 を 神経刺 激 し た
と こ ろ 、 収 縮 性 Ca 2 -l- と は 別 に 非収 縮 性 Ca 2 十 ( RAMIC) が 終 板 部 位 に 動 員 さ れ る
( K i mu ra e t  a l . ，  1 98 9 )  0 RAM IC は n - ACh 受容 体 の 活性 化 後 、 外液 C a 2 + 濃 度 依
存的 に 動員 さ れ る が 、 そ の 動員 過程 は 不 明 の ま ま で あ る 。 そ こ で 本章 で は 、 RAM IC
と 筋 小胞体 由来 の C a 2 ふ と の 違 い を 追 究 し た 。
Neos t i g mi ne ( 0 . 3 μ M) 存 在 下 で 横 隔膜筋 を 神経刺 激 す る と 、 収 縮 性 C a 2 +
t rans i en t が 2 - 3 倍 に 増 加 し 、 同 時 に 持 続 時 間 の 長 い RAM IC シ グ ナ ル が 発生 し た 。
Geog raphu t ox i n IIは 神 経 の Na+ チ ャ ネ ル に 対 す る 親和性 が 低 く 、 骨 格 筋 の Na -
チ ャ ネ ル の み を 抑 制 す る ( Oh i zu mi e t  a l . ，  1 98 6 )  0 Geog raphu t ox i n  II ( 0 . 3 μ M ) 
を 投与 す る と 収縮 性 Ca 2 + t rans i en t は 完 全 に 抑 制 さ れ る が 、 RAM IC は 影響 を 受 げ
なか っ た (Fi g . 4 ) 。 し た が っ て 、 RAM IC 動 員 に は 活動 電 位 の 発生 は 関 与 し て お ら
ず、 収縮 性 Ca 2 十 と は 独 立 し た 機構 で 動 員 さ れ る こ と が 明 ら か に な っ た 。
Fo r ma mi de は細 胞 膜 の 興 奮性 に 影 響 す る こ と な く 興 奮 ー 収縮 連 関 を 阻害 す る
( Cas t i l l o and De  Mot t a ， 1 9 78 ) 0 Fo r ma mi de ( 2  M ) を 投 与 す る と 直 ち に 収縮 性
Ca 2 -t rans i en t が 非 可 逆 的 に 抑 制 さ れ た (Fi g . 5 ) 。 そ の 後 neos t i g mi ne ( 0 . 3  
μ M ) を 投 与 す る と RA�I 1 C の み が 動 員 さ れ た 。 こ の こ と か ら 、 活 動電 位 発生 後 の 興
奮- 収縮 連 関 は 収 縮 性 C a 2 + 動 員 に は 不 可 欠 で あ る が 、 RAM IC の 動 員 に は 関与 し て い
ない こ と が 示 さ れ た 。
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Fig・ 4 Effects of geographutoxin 11 ( GTX 11) on contracti le Ca2+ trans ien t  and noncontracti le  
Ca什trans ient 印刷I C ) . The large ， rapid increase in  Ca2+ represents the contracti le 
trans ients ， and the s lower prolonged increase represents the RAHic-signal . GTX II ( 0 . 3 μ M )  was 
added 15 min after the appl ication of neostigmine ( Neo ， 0..3 μ M ) .  A ，  typical s low traces of 
Caど + trans ients . B ， typical fast traces of averaged records for 30 siaal s of ca2+ transient 
dur ing (a) 5 to 0 min before 叩d (b) 3 to 8 min after the appl ication of GTX 11 in the presence 
of mostigline- Riat traces are traces of the ear ly resmses of the left  ones expand- 10二­
fold . 
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Fig . 5 The effects of formamide-treatment on contractile Ca2+ trans ients w i th neostigmine . A :  
typical slow-sweep traces o f  Ca2 + transients . Formamide (2 M )  was treated for 30 min and then 
washed out . Neostigmine (0 . 3 μ M )  was applied after a 40-min Iwashout of formamide-treated 
muscle . B: the fast-sweep trace of averaged records for 30 s ignals of Ca2 +  trans ients during 
10-15 min after the application of neostigmine obtained in the same preparation in A .  
収 縮 性 Ca 2 +Ul mM ) は 、ca f fe i ne 遊 離 を 促 進 す るC a 2+  筋小胞体 か ら の
。6 )  ( F i g .  RAM I C を 抑 制 し た逆 にtrans i ent お よ び 単 収 縮 を 2 倍 に 増 強 す るが 、
で 収縮 性 C a 2-r低 濃 度 ( 0 . 25- 5 mM ) の 効 果 を 定量 的 に 検討 し て み る と 、Caffe i ne 
シ グ ナ ル に 対RAM I C  一方 、で 抑 制 し た 。高 濃 度 (7. 5- 20 m M )  を 増 大 し 、trans i en t  
こ れ ら の こ と か ら 筋 小胞 体 の
Ca2+ 遊離 は RAM I C 動 員 に は 関 与 し て い な い と い える。
2 - 1 0  mM に お い て 抑 制 作用 の み を 示 し た 。し て は 、
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Fig . 6 Effect of caffeine ( Caff) on C a2+ trans ients in  the presence of neostigmine ( 0 . 3 μ M ) . 
A :  typical fast-sweep trace of averaged records for 30 signals of Ca2 + transients during 5 min . 
a: 10-15 min after applicat ion of neos tigmine ; and b :  51- 10  min after the addition of caffeine 
(5 mM). Neost i gmine soluti on was continuously perfused . B :  l og concentration-response curves 
of caffeine for total amount of contractile Ca2+ transi ent (()) 釦d noncon tractile Ca2 + 
trans ients (RAM I C ; ・) after the neosti gmine ex�むsure . The total amounts of e i ther contracti le 
Ca2 + trans ients or RAM I C  were expressed as percentages of the contracti le trans ients obatined 
dur ing 5 min before neostigmine was applied . Caffeine was added in increased amounts every 5 
min after a 1 5-min appl icat ion of neos t igmine ， and the averaged records of 6 s ignals during the 
las t  1 min in every 5 min were 釦alyzed .
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Ryanod i ne は 筋 小胞体 の Ca 2 + チ ャ ネ ル を 開 口 固 定 す る こ と に よ っ て Ca 2 - 遊 離
を 促 進 さ せ る ( Hwang e t  a l . ，  1 987 )  0 Neos t i gm i ne 投 与 直 後 、 ryanod i ne
( 0 . 3 μ M ，  3 0  m i n 前 処 理 ) は 収縮 性 Ca 2 + t rans i en t お よ び RAM I C に は 影 響 し な
か っ た が 、 徐 々 に 両 タ イ プ の Ca 2 + 動 員 を 抑 制 し た ( da t a n o t  shown) 。 こ の 非 特
異的 な 抑 制 は 、 ryanod i ne に よ り 細 胞 内 に 蓄 積 し た Ca 2 + の 二 次 的 な 効 果 で あ る と
考 え ら れ る。
筋小胞体 C a 2 + ポ ン プ 阻害 剤 の cyc l op i azon i c ac i d  ( 0 . 0 5 - 0 . 1 μ M ) ( S e i d l e r 
et a l . ， 1 98 9 ) は RAM I C シ グ ナ ル に は 影 響 せ ず ( F i g . 7 c ， d ) 、 収 縮 性 C a 2 +
t rans i en t を 選択 的 に 1 . 4 - 1 . 6 倍 増 大 さ せ た ( F i g . 7 b )  0 Cyc l op i az o n i c  ac i d は
単収縮 に 対 し で も 同 様 の 増 強 効 果 を 示 し た ( da t a no t  shown ) 。 一方 、
thaps i ga rg i n は 筋小胞 体 以 外 の 細 胞 内 Ca 2 + ポ ン プ も 回害 し 得 る ( K i r b y  e t a 1 . ， 
1992 ; Lyt t on e t  a l . ，  1 9 9 1 ; Thas t rup  e t  a l . ，  1 9 9 0 )  0 Thaps i ga rg i n  ( 0 . 3 - 1 μ M ) 
は RAM I C シ グ ナ ル の 振 幅 に は 影響 し な か っ た が ( F i g . 7 c ) 、 減 衰 を 遅 ら せ る こ と
に よ り RAM I C の 持続 時 間 を 延 長 さ せ た ( F i g . 7d ) 。 し か し 収 縮 性 Ca 2 +
t rans i en t お よ び 単 収縮 に 対 し て は 、 thaps i ga rg i n は 全 く 影 響 し な か っ た ( F i g .
7b ) 。 こ の よ う に 、 こ れ ら の Ca 2 + ポ ン プ 阻害 剤 は 収縮 性 Ca 2 + と RAM I C 動 員 に 対
し て 異 な る選択 性 を 示 し た 。 こ の 結 果 は 、 収縮性 C a 2 + と RAM I C に は そ れ ぞ れ 独立
し た C a 2 + 貯 蔵部 位 が 存 在 し 、 し か も そ の 局 在 が 異 な る こ と を 意 味 し て い る。 お そ
ら く cyc l op i az o n i c ac i d は 筋 小胞体 へ の Ca 2 + の 再取 り 込 み を 抑 制 す る こ と に
よ っ て 細 胞 内 C a 2 十 濃 度 の 上昇 を 引 き 起 こ し 、 収 縮 反 応、 を 増 強 し た の で あ ろ う 。 ま
た thaps i ga rg i n は 筋小胞 体 と は 異 な る Ca 2 + 貯 蔵 部位 へ の RAM I C の 再 取 り 込 み を
抑 制 し た 結 果 RAM I C シ グ ナ ル の 持 続 時 間 を 延長 し た と 考 え ら れ る。
Aequo r i n を 横 隔膜 神 経 筋 標 本 の 肋 骨 の 近 傍 ( 終 板 か ら 3 mm 離 れ た 位置 ) に 注 入
す る と 、 neos t i gm i ne 存 在下 で 神経 を 電 気刺 激 し で も RAM I C は 観 察 さ れ な か っ た
(data  n o t  s hown ) 。 こ の こ と は RAM I C 動 員 が 終 板 に 限 局 し て い る こ と を 示 し て い
る c し た が っ て 、 RAbI I C は n - ACh 受 容体 チ ャ ネ ル を 介 し て 流 入 す る Ca 2 + が 引 き 金
と な っ て 動 員 さ れ て い る と 考 え ら れ る。
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Fig . 7 Effects of thapsigargin (TG) and cyclopiazonic acid ( CPA) on ca2 + 仕組s ients in  the 
sence of 0 . 3 μ M  neostigmine . Left : typical traces of Ca2+ tr釦sients (a )  in the absen 
(upper) 釦d presence of 1 μ M TG (midd le)  or 0 . 1 μ M  CPA ( lower) .  Orせinate and absciss司
cal ibration bars represent 100% and 0 . 3  s， respec山山 . U61t : log concentration-r;s卯nse
curves of TG ( ・ ) 釦d CPA ( & ) on contracti le ( b : peak ampl i tude) 釦d noncontracti le Ca2+ 
trans ie山 ( c : 附 ampl i tude ， d: duration ) .  See the 附h吋s for detai ls 0ぱf n∞lωorma凶lほa
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stigIline alone ， by one-way ANOVA ( Scheffe mul tiple-comparison test ) . 
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上述 の よ う に 、 thaps i ga rg i n - 感 受 性 の Ca 2 十 貯蔵 部 位 が RAM I C の 回 収 過 程 に 関
与 し て い る こ と は 明 ら か に な っ た が 、 動 員 過 程 に お い て も 関 与 し て い る可能 性 に つ
い て は 未 だ 推 測 の 域 を 出 て い な い 。 M i l ed i e t  a l . ( 1 9 8 0 ) の 報告 に よ る と 、 カ エ ル
骨格筋 の 終板 部 位 に ACh を 局 所 投与 し た と き 終 板 電流 の 発生 に 少 し 遅 れ て 局 所 的 な
細 胞 内 Ca 2 宇 濃 度 上 昇 が 起 こ り 、 こ の シ グ ナ ル は 終 板電 流 が 減衰 し た 後 も 持 続 す る。
ま た G rass i e t  a l . ( 1 9 9 3 ) は 、 マ ウ ス 培 養 骨格 筋 細 胞 に お い て n - ACh 受 容 体 は 筋
小胞体 以 外 の Ca 2+ 貯蔵部 位 と 機能 的 に カ ッ プ リ ン グ し て お り 、 し か も
thaps i ga rg i n は そ の C a 2 -+- 貯 蔵 部 位 か ら の Ca 2+ 遊 離 を 引 き 起 こ す と 述 べ て い る 】
し た が っ て n - ACh 受 容 体 チ ャ ネ ル を 介 し て 流 入 し た C a 2 + が thaps i ga rg i n - 感 受性
の Ca 2+ 貯 蔵 部 位 に 蓄えら れ 、 RAM I C と し て 終板 部 位 に 限 局 し て 動 員 さ れ る と 考え
ら れ る。
以上 の よ う に 、 RAM I C は 骨格 筋 の 活動電位 の 伝播 だ け で な く 、 そ れ に 続 く 筋 小胞
体か ら の C a 2 十 遊 離 に 無 関 係 で\ 収 縮 性 Ca 2 -r と は 完 全 に 独 立 し て 動 員 さ れ る こ と を
明 ら か に し た 。 RAM I C の 動 員 過 程 は n- ACh 受 容 体 チ ャ ネ ル を 介 し て 流 入 す る C a 2 -
に 密 接 に 関 係 し て い る と い える。
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【 要誓 糸勺 】
( 1 ) Aequo r i n を 注 入 し た マ ウ ス 横 隔膜 神 経 筋 標 本 を 用 い 、 neos t i gm i ne ( 0 . 3 μ M ) 
存在下 で 観 察 さ れ る RAM I C 動 員 の 特 性 を 検討 し た 。
(2) 骨 格 筋 Na+ ー channe l b l ocke r の geog r aphu tox i n II ( 0 . 3 μ M ) は 収縮 性
Ca 2 + t r ans i en t を 完 全 に 抑 制 し た が 、 RAM I C 動 員 に は 影 響 し な か っ た 。
(3) 興 奮 ー 収 縮連 関 を 阻 害 す る f 0 rmam i d e ( 2  �I ) は 収縮 性 Ca 2 + t r ans i en t の み を
抑 制 し た 。
(4) 筋小胞 体 C a 2 + 遊 離 促 進 剤 の ca f fe i ne ( 2 - 5 mM) は 収 縮 性 Ca 2 - t rans i en t を
増 大 さ せ た が 、 逆 に RAM I C 動 員 を 抑 制 し た 。
(5) 筋小胞 体 Ca 2 + ポ ン プ 阻害 剤 cyc l op i az on i c ac i d  ( 0 . 1 μ M ) は 収 縮性 Ca 2 -r
t rans i en t を 増 大 さ せ た が 、 RAM I C に は 作 用 し な か っ た 。
(6) 細 胞 内 Ca 2 + ポ ン プ 阻害 剤 thaps i ga rg i n ( 1 μ M ) は 収 縮 性 C a 2 -+- t rans i en t  
に は 影 響 し な か っ た が 、 RAM I C の 持 続 時 間 を 延 長 し た 。
(7) 以 上 の 結 果 よ り RAM I C は 骨格 筋 の 活 動電位 の 伝播 だ け で な く 、 そ れ に 続 く 筋 小
胞体 か ら の Ca 2 T 遊 離 に 無 関係 で あ り 、 収縮性 Ca 2+ と は 完 全 に 独 立 し た 機構
で 動 員 さ れ て い る こ と が 明 ら か に な っ た 。 そ し て n - ACh 受 容 体 チ ャ ネ ル を 介 し
て 流 入 し た C a 2 + は シ ナ プ ス 後膜 直下 の Ca 2 + 貯 蔵 部 位 に 蓄えら れ 、 RAM I C と
し て 遊 離 さ れ る機構 が 想 定 さ れ た 。
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皿 - 2 n - ACh 受 容 体 に よ る R A M I C シ グ ナ ル の 制 御
III - 1 で 、 RAM I C は n - ACh 受容体 チ ャ ネ ル を 介 し て 流 入 す る Ca 2 + と 密 接 な 関 係
で あ る こ と が 示 さ れ た 。 そ こ で 、 n - ACh 受容 体 に よ る RA�I 1 C 動 員 の 制 御 を 明 ら か に
す るた め 、 神 経 筋 遮 断薬 の 効 果 を 検討 し た。 そ の 際 、 競 合 的 括 抗 薬 、 脱 分 極 性 遮 断
薬、 受容体 一 channe 1 b 1 0cke r な ど を 用 い 、 神 経 筋 遮 断 薬 の 作 用 機 序 の 違 い に よ っ て
生 じ る変 化 の 差異 に 特 に 注 目 し た 。 尚 、 こ こ で 用 い た SuCh の 神経 筋 遮 断作 用 機 序
は 完 全 に は 解 明 さ れ て い な い の で 、 RAM I C に 対 す る効 果 を 検討す るの に 先 立 ち 、 そ
の 作用 機序 を 検 証 し た 。
1 . 収 縮 性 Ca2+ 動 員 に 対 す る 脱感作促進 剤 と し て の SuCh の 効 果
SuCh に よ る神経 筋 遮 断 作 用 は脱分極 中 に 発 達 し 、 再 分 極 し た 後 も 持続 す るた め 脱
分極性遮 断 で は 説 明 で き な い ( Thes 1 e f f ， 1 9 5 5 ) 。 ま た SuCh は n - ACh 受 容 体 の
open channe 1 b 1 0ck 作 用 を 示 さ な い ( L ambe r t e t  a 1 . ，  1 98 3 ) 。 一 方 、 SuCh は シ
ナ プ ス 前膜 の n - ACh 受 容体 に も 作用 し て ACh の 遊 離 を 抑 制 す るが ( S t andae r t
and Adams ， 1 9 6 5 ) 、 収 縮 を 抑 制 す る よ り も 高濃 度 が 必 要 で あ るた め ( K i mu ra e t  
a 1 . ， 1 9 9 1 b ) 、 神 経 筋 遮 断 作用 の 主 因 で は な い と 考えら れ る ( Co 1 quhoun ， 1 9 8 6 )  0 
SuCh は 単 一 チ ャ ネ ル 電 流 を bu rs t 状 に 変化 さ せ 、 ACh 電 位 の 減 衰 速 度 を 増 加 さ せ
る こ と か ら ( K i mu r a e t  a 1 . ，  1 9 9 1 c ) 、 n - ACh 受 容 体 の 機 能 を 脱 感 作 性 に 抑 制 す る
と 考えら れ て い る。 そ こ で SuCh に よ る シ ナ プ ス の 遮 断 作 用 の 本 体 は 脱 感 作 の 促進
で あ る こ と を 確 固 た る も の に す るた め 、 SuCh お よ び pancu ron l um の 神 経 筋 遮 断 作
用 に 対 す る三 つ の タ イ プ の n - ACh 受 容体 - channe l b l ocke r ( ch 1 o rp romaz i ne :  
c l osed channe 1 b l ocke r ，  bup i vaca i ne :  open channe l b 1 ocke r ， phencyc l i d i ne お
よ び β - eudesmo 1 : open and c 1 0sed  channe l b 1 ocke r ) の 効 果 を 比 較 検討 し た っ 尚 、
こ の 検討は neos t i gm i ne 非 存 在下 で 行 な っ た た め 、 RAM I C シ グ ナ ル は 観 察 さ れ な い 】
SuCh を 累 積 的 に 投 与 す る と 、 収縮性 Ca2 + t r ans i en t は 低 濃 度 ( 1 . 3 - 5 μ M) に お
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Fig . 8 Typical recording showing the enhancing effect of chlorpromaz ine ( CPZ ) on 
succinylchol ine ( SuCh)-induced inh ib i t ion of luminescence arnpl i tude ( L . 削PLI TUDE ， UPI=吃r trace) 
and twi tch tens ion ( lower trace) in phrenic nerve寸 iaphragm muscles of mice .  a ，  control .  SuCh 
was adrninistered cumulat ive ly at 7-min intervals . The increase in resting tens ion ind icates 
SuCh-induced contracture . b ，  after preincubation w i th 3μHi CPZ for 30 min ， SuCh was 
記rninistered . Concentrations ( μM )  of SuCh : 1 ，  0 . 3 ;  2 ，  0 . 5 ;  3 ，  0 . 8 ;  4 ，  1 . 3 ; 5 ，  2 . 5 ;  6 ，  5 . 0 ;  
7 ，  7 . 6 ; 8 ，  13 ;  9 ，  25 ; 10 ， 50 ; 1 1 ， 100 . 
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い て 増 加 し 、 高濃 度 ( 1 3 - 1 0 0 μ M) で 抑 制 さ れ た ( F i g . 8 ，  9 ) 。 こ の と き C a 2 -r
t rans i en t を 単収縮 よ り も 2 . 7 倍 強 く 抑 制 し た 。 C a 2+ t rans i en t お よ び 単 収 縮 に
対 す る SuCh の I C 5 0 は そ れ ぞ れ 1 0 . 3 μ M ( 8 . 6 - 1 2 . 4 ) 、 27. 3 μ M ( 20 . 6 - 3 6 . 1 ) で
あ っ た 。 一 方 、 pancu ron i um ( 0 . 1 - 1 . 1 μ M) は 抑 制 作 用 の み を 示 し 、 C a 2 +
t rans i en t お よ び 単 収縮 を 同 程 度 に 抑 制 し た 。 I C 5 0 は そ れ ぞ れ 0 . 59 μ M ( 0 . 54 -
0 . 63 ) 、 0 . 67μ M ( 0 . 63 - 0 . 71 ) で あ っ た 。 こ の 結 果 は 以 前 K i mu ra e t  a l . ( 1 9 9 0 )  
が 各 濃 度 別 に 単独 で 投与 し て 得 ら れ た 結 果 と 同 じ で あ り 、 投 与 方 法 の ち が い に よ る
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Fig . 9 The enhancing effect of chlorpromazine (CPZ ) on sliceinylchol ine- or  pancllroIlium ( pmc )­
induced block of L AMPLI TUDE ( contract i l e  Cah transients ) ( a md b) 叩d on SuCh- or Panc-
induced block of twi tch tensions (c and d) in phren ic nerve寸i aphragm musc les of mice . The 
preparations were pretreated w ith 3 ( 企 ) 釦d 10 μM  ( ・ ) CPZ for 30 min and compared wi th the 
con tfoi reS仰向e to SuCh al one ( () ) .  Each values are me釦s :t S .  E . ， measured every 7 min after 
the increase in concentrations of SuCh or Panc (n = 5-6) . ￥Pく0 . 05 and 軍 事P く0 . 0 1 ; s ignificantly 
different from the response wi thout CPZ by Student' s unpaired t-test . 
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薬 物効 果 の 差 は 無 か っ た 。 こ の よ う に 、 収縮性 Ca 2 -r- t rans i en t に は 収 縮 に 関 連 し
な い バ イ パ ス ル ー ト と 、 直 接 収縮 に つ な が る ル ー ト が 存 在 す る。 そ し て SuCh は 前
者 を 選 択 的 に 抑 制 す る と 考えら れ て い る。
こ れ ら の 結 果 を 基 に 、 SuCh お よ び pancu ron i um に よ る神経 筋 遮 断 作用 に 対 す る
n- ACh 受 容 体 channe l b l ocke r の 効 果 を 検討 し た 。 Ch l o rp romaz i ne ( 3 - 1 0 μ M) は
高濃度 の SuCh に よ る収縮 性 C a 2+ t rans i en t お よ び 単 収縮 の 抑 制 作 用 を 2 - 9 倍 増
強 し た ( F i g . 8 ， 9 ) 。 一方 、 pancu ron i um の 作 用 に お い て は ch l o rp romaz i ne に よ
- 7 。
z Q 1 pCP ト l
L . A M P L l T U O E  
z O 
、ー
。
∞ 50 エZ 
)(. 
100 
- 7 
。
しOG C ONCEN T R A T ION 
OF SuCh ( M ) 
- 5 - 4 
� 50ト10 \ 3 1 \ 1 \ 0 μM  50  工Z 
� 
100 
b 100 
- 4 
F ig . 10 The enhancing effect of bupivacaine (BPVC ) ， phencycl idine ( PCP) and β -eudesmol 
( β -Eud ) on succiny lchol ine ( SuCh)-induced block of L . 州PLI TUDE (contracti le  Ca2 +  transients ) 
in mouse diaphragm muscles . The preparations were pretreated with BPVC and PCP for 30 min ， and 
with β -Eud for 60 min ， then comp訂ed wi th the control response to SuCh al one ( 0 ) . Each 
val ues 訂e me釦s ::t S . E . ， measured every 7 min after the increase in concentrations of SuCh 
(n 二 5-6) . 草P <0 . 05 釦d 軍 事Pく0 . 0 1 ; s ign ificantly different from the control response wi thout 訂lY
channel blockers by Student '  s unpaired t-test .  
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る 増 強 効 果 は 弱 く 、 1 . 3 倍 程度 で あ っ た ( F i g . 9 ) 。 同 様 に bup i va ca i ne ( 1 0 - 3 0 
μ M) 、 phencyc 1 i d i ne ( 3 - 1 0 μ M) お よ び β 一 eud esmo 1 ( 40 μ M ) は S uCh に よ る
Ca 2+ t rans i en t お よ び 単 収 縮 の 抑 制 作用 を 濃 度依存 的 に 2 - 1 5 倍 増 強 し た ( F i g .
10 ) が 、 pancu ro n l um に よ る抑 制 作 用 に は 影 響 し な か っ た ( d a t a no t shown) 。
Channe 1 b 1 0cke r の 効 力 を 比較 す る と phencyc 1 i d i ne = ch 1 o rp r omaz i ne > 
bup i vaca i ne > β - eudesmo 1  ( 15: 15 : 5 : 1 )  で あ っ た 。 こ の と き SuCh の 作 用 に
対す る channe 1 b 1 0cke r の 効 果 に は 、 各 々 の 作用 機序 の 違 い に よ る差異 は み ら れ な
か っ た 。 し か し 、 c l osed channe l b 1 0cke r は SuCh に よ る受 容体 の 脱 感 作 を 促 進 し 、
open channe 1 b 1 0cke r は SuCh に よ る活 性 化 を 抑 制 し た も の と 思 わ れ る。 な お こ れ
ら の channe l b 1 0cke r ( 3 - 40 μ M) は 単 独 で は C a 2+ t rans i en t お よ び単 収 縮 に は 影
響 し な か っ た 。
SuCh は 前 述 の よ う に 低 濃度 ( 1 . 3 - 5μ M) に お い て C a 2 + t r ans i en t お よ び 単 収 縮
を 1 0 - 20児 増 加 し た 。 さ ら に 高 濃度 ( 1 3 - 1 0 0 μ M) の SuCh は bas a 1 の 発 光 を 増 加
し ( K i mu r a e t  a 1 . ，  1 9 9 0 b ) 、 拘 縮 を 引 き 起 こ し た ( da t a no t shown) 。 こ れ ら の
効 果 は SuCh の ア ゴ ニ ス ト 性 を 示 し て い る と 考えら れ る。 受 容 体 - channe l b 1 0cke r 
は SuCh の ア ゴ ニ ス ト 性効 果 に 対 し で も 抑 制 作用 を 示 し た 。 こ の よ う に channe l
b l ocke r は S uCh の 脱 分極性効 果 を 抑 制 す るに も か か わ ら ず 、 SuCh に よ る抑 制 作用
を増 強 し た 。 し た が っ て 、 SuCh の 神経 筋 遮 断 作 用 の 本 体 は 受 容体 の 脱 感 作 促 進 効 果
で あ る と 結 論 し 得 た 。
2 .  R A M I C 動 員 に 対 す る 神経筋 遮 断 薬 の 効 果
競 合 的 括 抗 薬 、 脱 分極 性 遮 断 薬 、 脱 感 作 促 進 剤 お よ び n - ACh 受 容 体 - channe l
b l ocke r で 前 処 理 し た 後 、 neos t i gm i ne ( 0 . 3 μ M ) を 共 存 さ せ 、 RAM I C お よ び収 縮 性
Ca2 干 動 員 に 生 じ る変 化 を 検討 し た 。 そ の 結 果 、 RAM I C シ グ ナ ル は そ の 振 幅 や 持 続 時
間 に お い て そ れ ぞ れ 固 有 の 特 性 を 示 す こ と が 明 ら か に な っ た 。 競 合 的 措 抗 薬
(+) - t ubocu ra r i ne ，  pancu ron i um ， お よ び α - bunga r o t ox i n は 低濃 度 ( 0 . 03 - 0 . 05
35 
μ M) で RAM I C の 持 続 時 間 を 減 少 さ せ た ( F i g . 1 1 ，  Tab l e  1 ) 。 こ こ で 用 い た 濃 度
を 終 板電 流 の 抑 制 濃 度 ( Chang e t  a l . ，  1 9 8 9 ; S hake r e t  a l . ，  1 98 2 ) と 比 較 す る と 、
極 め て 低 い 濃 度 で あ る こ と が わ か る。 こ の こ と は 、 RA�1 1 C が 終 板電流 と は 別 個 の 現
象で あ る こ と を 示唆 す る。 競 合 的 括 抗 薬 に よ る RA�l 1 C の 持続 時 間 の 減 少 効 果 を さ ら
a b C 
(+) -TC Panc α- BgTx 
Fig . 1 1  Typica l  traces showing the inhibitory effects of competit ive nicotinic antagonists on 
Ca2 + transients in diaphragm muscles treated with 0 . 3 μ M  neostigmine . ( t ) -tubocurarine ( ( t)-TC ， 
a) 釦d pancuronium ( Panc ， b )  were pretreated for 30 min ， and α -bungarotox in ( α -BgTx ， c )  for 
60 min at the concentrations ind icated ( μM ) .  Lower.  Abscissa and ordinate cal ibration bars 
represent 0 . 3  s and 50% ampl i tude of contracti le Ca2+ trans ients obtained before neost igmine 
exposure ， respectively . Upper . The Ca2+ s ignals in the l ower were expanded 10-fold along the 
time axis ，  to c learly  demonstrate the changes in the contracti le  Ca2 + tr釦sients by competi tive 
nicotinic  antagonists .  The same absci ssa and ordinate cal ibration bars as those used for the 
lower s ignals ind icate 30 ms and 100見 ampl i tude ， respect ively . 
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F ig . 12  Log concentration-reslX)nse curves of ( t )-tubocurarine ( -Y ) ，  pancuroniurn ( 企 ) ， 
α -bungarotoxin ( ・ ) ， suxamethoniurn ( ・ ) 釦d decamethoniurn ( . ) for (A)  peak ampl i  tude of 
noncontracti le  Ca2+ trans ients (RAMI C ) 釦d (B)  peak arnpl i tude of contracti le  Ca2+ transients 
observed in the presence of neostigmine ( 0 . 3μ H ) . Peak arnpl i tude is expressed as a percentage 
of the control value of contracti le  Ca2+ trans ients obtained before the appl ication of 
neostigmine . 草 Pく0 . 05 and 軍 軍Pく0 . 0 1 ; s i gnificantly d ifferent from the control  reSlX)nse to 
neostigmine alone ， by one-way ANOVA ( Scheffe mul tiple-comparison test ) . 
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に 詳 し く 解 析 す る と 、 RAM I C シ グ ナ ル の 減衰 時 間 ( T2 ) に 選 択 的 で あ っ た ( Ta b l e
1 ) 。 さ ら に 高 濃 度側 ( 0 . 07- 0 . 1 μ M) で は 、 RAM I C シ グ ナ ル の 振 幅 も 抑 制 す る こ と
が示 さ れ た ( F i g .  1 2A )  0 RAM 1 C の 振幅 に 対 す る (+ ) - t ubocu ra r i ne ， p ancu ron i um ，  
お よ び α - bunga r o t ox i n の I C 5 0 は そ れ ぞ れ 0 . 075 μ M ( 0 . 0 6 2 - 0 . 0 9 1 ) ， 0 . 0 5 2 μ M  
( 0 . 042 - 0 . 0 6 3 ) お よ び 0 . 059 μ M ( 0 . 023 - 0 . 1 6 ) で あ っ た 。 マ ウ ス 横 隔膜 筋 に お い
て 0 . 3 μ M の neost i gm i ne は コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 を 完 全 に は 抑 制 し な い の で
( Chang e t  a l . ，  1 9 8 5 ) 、 シ ナ プ ス 間 際 に 貯 留 し た ACh は 徐 々 に 分 解 さ れ て 減 少 し
て く る と 考えら れ る。 そ の た め 競 合 的 括 抗 薬 は RAM I C シ グ ナ ル の 減 衰 時 に お い て 特
に 奏効 し 得 る の で あ ろ う 。 こ の よ う に じ は n - ACh 受 容 体後 過 程 の 活 性 化 の 持 続 時
間 を 反 映 し て い る と 考えら れ る。 一方 、 neos t i gm i ne 存 在下 に お け る収 縮 性 Ca 2+
trans i en t は こ れ ら の 競 合 的 措抗薬 ( 0 . 0 1 - 0 . 1 μ M) に よ っ て 抑 制 さ れ な か っ た 。 む
し ろ (+ ) - t ubocu r a r i ne ( 0 . 07μ M) お よ び α - bunga r o t ox i n ( 0 . 03 μ M ) に よ っ て 増 強
さ れ た ( F i g . 1 2 B ) 。 コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ 阻害 剤 処 理 に よ り ACh が 蓄 積 す る と ネ ガ
テ ィ ブ フ ィ ー ド バ ッ ク 機構 が 働 き 、 神経 か ら の ACh 遊 離 を 減 少 さ せ る ( Chang e t  
a l . ，  1 98 8 ) 。 そ の 際 、 低濃度 の ( + ) - t ubocu ra r i ne や α - bunga r o t ox i n は 、 減 少
し た ACh 遊 離 を 正 常 な 状態 に 回復 さ せ る と 報告 さ れ て い る ( Bowman ， 1 9 9 0 ; 
W i l son and Thomsen . 1 9 9 1 ) 。 し た が っ て 、 収縮性 Ca 2 十 t rans i en t の 増 強 効 果 は
こ れ ら の 括 抗 薬 に よ る ACh 遊 離 促 進 作用 の た め で あ る と 考えら れ る。
脱分極 性 遮 断 薬 d ecame t hon i um ( 0 . 1 - 1 μ M ) は RAM I C シ グ ナ ル の 振幅 を 抑 制 し た
が ( F i g . 1 2A . 1 3 ) 、 持 続 時 間 に は 影 響 し な か っ た ( Tab l e 1 )  0 RAM I C の 振 幅 に 対
す る decame t hon i um の I C 5 0 は 0 . 32 μ M ( 0 . 23 - 0 . 48 ) で あ っ た 。
Decame thon i um の 脱 分 極 作 用 に よ り 外 液 Ca 2 + 流 入 に 必 要 な 電 位 差 勾 配 が 減 少 し た
た め 、 RA�I 1 C 動 員 が 非 特 異 的 に 抑 制 さ れ た と 考えら れ る。 一方 、 脱 感 作 促 進 剤 と し
て の SuCh ( 0 . 1 - 1 μ M ) は decame thon i um と は 異 な り 、 RAM I C シ グ ナ ル の 振幅 と ピ
ー ク ま で の 時 間 ( T 1 ) の 両 方 を 抑 制 し た ( F i g .  1 3 . Ta b 1 e 1 )  0 RAM 1 C の 振 幅 に 対
す る SuCh の I C 5 0 は 0 . 1 3 μ M ( 0 . 04 - 0 . 4 1 ) で あ っ た 。 ま た 収 縮 性 C a 2 +
trans i en t は SuCh に よ っ て 抑 制 さ れ た ( I C 5 o = 0 . 93 μ M ) が 、 decame thon i um に よ
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っ て有意 に 変 化 し な か っ た ( F i g . 1 2 B )  0 SuCh は decamethon i um と 同 程 度 の 脱 分
極作用 を 示す が ( Thes l e f f ， 1 9 5 5 ) 、 decame thon i um よ り も 脱 感 作 効 果 が 強 い と い
う 報告 が あ る ( E l de f raw i e t  a l . ，  1 9 8 2 ) 。 し た が っ て SuCh は RAM I C 動 員 中 に
n- ACh 受 容 体 を 脱 感 作 状 態 に 移 行 さ せ 、 RAM I C 動 員 機構 と の 機 能 的 な 連 関 ( カ ッ プ
リ ン グ ) を 弱 め て い る と い える。 そ し て 、 そ の 結 果 RAM I C シ グ ナ ル は 本 来 の ピ ー ク
a b 
S u C h  C 1 0  
Fig . 13 Typical traces showing the inhibi tory effects of de開 lar i z ing neuromuscular b lockers 
on noncontracti le Ca2+ transients (RAM I C )  in diaphragm musc les treated w ith 0 . 3 μ M  neostigmine . 
SuCh (a) 釦d decamethonium (b)  at the concentrations indicated ( μM )  were pretreated for 30 min 
before the neos tigTline exposure - To d isplay clearly the decrease in rise time ( T 1 ) of RMfI C  by 
SuCh ， the vertical ly ex凶nded records 訂e used . The al teration of contracti le  Ca2 + trans ients 
are not shown ( see F ig .  12C ) . Abscissa and ordinate cal ibrat ion bars represent 0 . 3  s 釦d 20お
amp l i tude obtained before neostigmine exposure ， respectively . 
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Ta b l e  1 
Influences of neuromuscular blockers on duration of 
noncontractile Ca 2+ transients 
Drug n conc. 
(μM ) 
T1 
(ms) 
T2 
(ms) 
total duration a 
(ms) 
contro l  
(+) -TC 0 . 0 3  
0 . 0 7  
0 . 1  
Panc 0 . 0 3  
0 . 05  
α-BgTx 0 . 0 3  
C 1 0  
0 . 06 
0 . 3  
0 . 3  S u C h  
1 40 1: 1 5  
1 35 1: 7 
1 42 1: 1 4  
1 5 1 1: 2 1 
1 3 1 1 1 1 
1 22 1 6 
1 62 1 20 
1 37 1 1 4 
1 60 1 1 2  
1 20 1: 1 9  
77 1: 1 9  * 
76 :t 1 1  * 
423 1: 39 
303 1 1 5 
2 5 1  1 1 0 * *  
1 93 1 1 7  * *  
357 :t 1 9  
308 1 ��O * 
302 1 11 1 * 
563 1: 48 
433 1: 1 9  
383 1 1 9  * 
329 :t 2 1  * *  
490 :t 24 
434 :t 1 9  * *  
295 1 27  * * 426 1 3 1  * 
456 :t 1 8  
85
65
89
叩
6
393 1 30 549 1 28  6 
339 1 5 2  459 1 6 9  5 
3 1 8 1 57 388 :t 70 * 8 
1 97 :t 47 * *  276 :t 4 1 * *  7 
a Total du rat ion cons ists of r ise t ime (T.， ) and decay t i me (T2) 
i n  the p resence of 0 . 3 μM neost ig m ine . 
* P < 0 .05 and * * p く 0 . 0 1 ; s ig n if icant ly d i ffe re nt from the 
contro l response ， dete rm i ned by one-vvay ANOVA (Scheffé 
mu ltip le - com par ison test) . 
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に 達 す る以 前 に 減衰 を 始 め る と 考えら れ るの こ の よ う に T l は n - ACh 受 容 体 と
RAM I C 動 員 機 構 の カ ッ プ リ ン グ の 強 度 を 反映 し て い る。
n - ACh 受 容 体 - channe l b l ocke r は 前 述 の よ う に そ の 抑 制 作 用 機序 に よ り 3 タ イ プ
に 分 類 さ れ て い る ( A l buque rque e t  a l . ，  1 9 88 )  : open channe l b l ocke r の
bup i vaca i ne は チ ャ ネ ル 開 口 状 態 時 に 作 用 し 、 終 板 電 流 の 持 続 時 間 を 減 少 さ せ る
(A racava e t  a l . ，  1 984 )  ; c l osed channe l b l ocke r の ch l o rp romaz i ne は チ ャ
ネ ル 閉 口 状 態 時 に 作用 し 、 終 板 電流 の 振 幅 を 抑 制 す る ( Ca rp e t  a l . ，  1 9 8 3 )  
open and c l osed  channe l b l ocke r の phencyc l i d i ne お よ び β - eudesmo l は チ ャ ネ
ル開 閉 両 状 態 時 に 作用 し て 、 終 板 電 流 の 振幅 と 持 続 時 間 の 両 方 を 減 少 さ せ る
(Aguayo e t  a l . ，  1 986 ; K i mu ra e t  a l . ，  1 9 9 1 a ) 。 各種 の 受 容体 - channe l
b l ocke r ( 1 - 40 μ M) は 収 縮 性 Ca 2 + t r ans i ent を 同 程 度 に 抑 制 し 、 作 用 機序 の 違 い
に よ る差 異 は み ら れ な か っ た が ( F i g . 15B ) 、 RAM I C シ グ ナ ル に 対 し て は 異 な るパ
タ ー ン で 抑 制 し た ( F i g . 1 4 )  0 Bup i vaca i ne ( 3 μ M ) は RAM I C の 振 幅 を 40児 抑 制
し た が ( F i g . 15A) 、 持 続 時 間 に は 影 響 し な か っ た ( Tab l e 2 )  0 Ch l o r p romaz i ne 
( 3 μ M ) は 持 続 時 閣 を 40児 減 少 さ せ た が ( Tab l e 2 ) 、 振 幅 に は 影 響 し な か っ た
( F i g .  15A) 。 ま た phencyc l i d i ne ( 1 μ M) は 振 幅 と 持続 時 聞 を そ れ ぞ れ 30児 ，
20児 抑 制 し た ( F i g . 15A ，  Tab l e  2 ) 。 こ の よ う に 、 異 な る 3 種 の channe l
b l ocke r の 作 用 は 、 RAM I C の 振 幅 お よ び 持続 時 間 に お い て も 三 つ の パ タ ー ン を 示 す
こ と が 明 ら か に な っ た 。 し か し な が ら 、 こ れ ら の channe l b l ocke r は 終 板 電流 の 抑
制様 式 と は 異 な るパ タ ー ン で RAM I C を 抑 制 し た こ と か ら 、 RAM I C は 受 容 体 チ ャ ネ ル
を 介 す る終 板 電流 と は 独 立 し た 機構 で 動 員 さ れ る こ と が 確 か め ら れ た 。 β -
Eudesmo l ( 0 . 5- 40 μ M) は 、 RAM I C の 持 続 時 闘 を 減 少 さ せ た が 、 振 幅 に は 影 響 し な か
っ た 。 こ の こ と か ら RAM I C に 対 す る β - eudesmo l の 効 果 は ch l o rp roma z i ne の 効 果
に 類似 し て い る こ と が 示 さ れ た 。
さ ら に RAM I C シ グ ナ ル の 持続 時 間 の 変 化 を T l と T 2 に 分 け て 解 析 す る と 、
ch l o rp romaz i ne ( > 3 μ M ) ， phencyc l i d i ne ( > 3 μ M) ， β - eudesmo l ( > 2 μ M ) は T l
と じ の 両 方 を 有 意 に 抑 制 し た ( Tab l e 2 ) コ こ の と き bup i vaca i ne も 高 濃 度
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A 
口U
B P V C  C P Z  
。 o μ M
b 3 
c 5 
d 1 0  
。 。 μ M
b 3 
c 5 
d 1 0  
。
C 。
P C P  戸 - E u d
。 0 μ M 。 。 μ M
b b 2 
C 3 C 1 0  
d 1 0  d 4 0  
。
3 0 0  m s e c  
Fig . 14  Typical fast traces of i凶ibi tory effects of n-ACh receptor-channel blockers on Ca2+ 
transients in mouse diaphragm muscles treated with 0 . 3 μ M  neostigmine . Bupivacaine (BPVC ) ， 
chl orpromaz ine ( CPZ ) 釦d phencycl idine ( PCP ) were pretreated for 30 min and β -eudesmo l ( β -Eud ) 
for 60 min before the appl ication of mostigIline - A11 ordinate cal ibration bar represents 100 児
中TIpi i tude of contracti le ca2+ trans ients before the appl ication of neoSUETline - me S釧e
is shown 
.
for control values obtained w i thout channe l blockers . Data obtained from separate 
preparations were normal i zed 釦d SUI=町 imposed .
4 2  
6 0  
5 0  
2 0  
1 0  
。
3 0  
4 0  凶のZO止ωuz
x
A 
400 
00 00 スJ門/』
umZO止の凶江
浜
1 00 
B 
Fig . 15 Log concentration-response curves of bupivacaine (BPVC ; ? ) ， chlorpromaz ine ( CPZ ; ・ ) ， 
phゃcycl idine ( PCP ; 企 ) 釦d β -eudesmo l ( β -Eud ; ・ ) for (A)  peak ampl i tude of noncontracti le  
Caμ trans ient (RAMIC )  and for (B )  total amount of contracti le Ca2+ trans i ents observed in the 
presence of neostigmine ( 0 . 3 μ M ) . n = 7 to 12 . Both peak ampl i tude and total amount are 
expressed ぉ a percentage of the control value of contracti le Ca2 + trans ients obtained before 
the appl icat ion of neostigmine . 
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( >5μ M) に お い て は T l と T 2 を と も に 抑 制 し た 。
C l osed channe l b l ocke r は 二 つ の タ イ プ の 脱 感 作 促 進 効 果 を 介 し て n - ACh 受 容
体 を 不 活性 化 し 得 る。 そ の 効 果 と は 、 ア ゴ ニ ス ト 非 存 在下 に お け る c l osed
channe l b l ocke r に よ る脱 感 作 ( B oyd and  Cohen ， 1 984 ; He i drnan and Changeux ， 
1979 ) お よ び ア ゴ ニ ス ト に よ る脱 感 作 の 促 進 効 果 ( Ca rp e t  a l . ，  1 9 83 ) で あ るd お
そ ら く channe l b l o cke r は 前 者 の 機構 を 介 し て SuCh と 同 様 に 直接 受 容 体 を 脱 感 作
さ せ た 結 果 、 T l を 減 少 し た と 考えら れ る。 さ ら に 後 者 の 機構 を 介 し て 受 容 体 後 過 程
の 不 活性化 を 促進 し 、 T 2 を 減 少 さ せ た の で あ ろ う 。
以上 の よ う に 、 RAM I C は n - ACh 受容体 チ ャ ネ ル を 通 る終板 電流 の 成分 ( C a 2 +
i n f l ux ) を 直 接 反 映 し た も の で は な く 、 受 容 体 と の 機 能 的 な カ ッ プ リ ン グ が 生 じ た
と き に 活性 化 さ れ る機構 を 介 し て 動 員 さ れ る。 RAM I C シ グ ナ ル の T 1 ，  T 2 は こ の
カ ッ プ リ ン グ の 状 態 に よ っ て そ れ ぞ れ 独立 に 制 御 さ れ て い る ( F i g . 1 6 ) 。 す な わ ち
T l は n - ACh 受 容 体 と RAM I C 動員 機構 と の カ ッ プ リ ン グ の 強 度 に 依 存 し 、 T 2 は
n- ACh 受 容 体 後 過 程 の 活性 化状 態 の 持 続 時 間 に 依 存 し て い る と 結 論 で き る。
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Table 2 
Effects o f  competitve ， depo lar iz i ng
2 
and n-ACh recepto r-channe l b l ocke rs on  
t ime  cou rse of  nonco ntracti le  Ca L +  trans ients i n  d iaphrag m muscles of  m ice . 
Drug co nc .  
(μM ) 
control 
BPVC 3 
5 
1 0  
CPZ 
3 
5 
PC P 0 . 3 
3 
ß-Eud 0 . 5 
2 
5 
T 1  
1 48 :t 1 1  
1 4 1 :t 6 
70 :t 1 0 * *  
3 8 :t 8 * *  
1 2 0 :t 1 6  
9 9 :t 3 * 
7 5 :t 7 * *  
1 2 8 :t 1 0  
1 0 7 :t  7 
58 :t 1 4 料
1 1 4 :t  5 
94 士 6 * *  
88 :t 1 2  * *  
Du rat ion (msec) 
T2 
3 4 1  :t 1 6  
297 :t 3 1  
1 86 :t  3 3  * *  
22 :t 22 * *  
287 :t 1 9  
2 03 :t 1 2  * 本
1 76 :t  1 0 * 本
32 1 :t 1 1  
3 02 :t 1 4 
2 0 1 士 57 *
2 50 :t 1 1 本
1 96 :t 2 7  * *  
205 :t 1 5  * *  
total 
490 :t 1 8  
438 :t 34 
256 :t 4 1  * *  
6 0  :t 30 * *  
407 :t 26 * *  
302 :t 1 2  * *  
2 5 1  :t 1 5  * *  
4 5 0  :t 1 2  
409 :t 1 5  
258 :t 67 * *  
3 64 :t 1 0 * *  
29 1 :t 2 5 * *  
293 士 22 料
n 
1 1  
8 
7 
6 
7 
7 
7 
8 
8 
8 
9 
8 
8 
Total du rat i on  cons ists of t ime to peak (T 1 )  and decay ti me (T2) . Bu pivacai n e  
(BPVC) ， ch lo rp romazine  (C PZ) and phencycl id i ne  ( P C P) we re p re i ncu bated for  
30 min  and ß-eudesmol  ( ß-Eud)  for  60 min  before app l i cat ion of 0 . 3 μM 
neost ig m i n e .  Val ues are the mean :t S . E . Levels of s ig n if icance determi ned by 
， . * - - - - * *  one-way AN OVA (Scheffé ) : . P < 0 . 0 5 ， • •  P < 0 . 0 1  (compared with co ntro l 
val ues) . 
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【 要宴 糸勺 】
( 1 )  n- ACh 受 容 体 に よ る RAM I C 動 員 の 制 御 を 明 ら か に す るた め 、 neos t i gm i ne
( 0 . 3 μ M ) 存 在下 に お い て 種 々 の 神 経 筋 遮 断 薬 の 効 果 を 比 較 検討 し た の
(2)  n - ACh 受 容 体 競 合 的 括 抗 薬 の ( + ) - t ubocu ra r i ne ， pancu r on i um ， α -
bunga ro t ox i n は 極 め て 低 い 濃 度 ( 0 . 03 - 0 . 1 μ M ) で RAM I C 動 員 の み を 抑 制 し た r
そ の 結 果 RAM I C シ グ ナ ル の 減衰 速度 が 速 ま り 、 減 衰 時 間 ( T 2 ) が 短 縮 し た 口
(3) SuCh ( 1 3 - 1 0 0 μ M) に よ る収 縮 性 Ca 2 十 t rans i en t 抑 制 作 用 は 、 受 容 体 -
channe l b l o cke r ( 3 - 40 μ M) に よ っ て 増 強 さ れ た が 、 pancu ron l um
( 0 . 1 - 1 . 1 μ M ) の 作 用 は 全 く 影 響 さ れ な か っ た 。 こ の 脱 感 作 促 進 剤 と し て の
SuCh ( 0 . 1 - 1 μ �I ) は RAM I C の 振 幅 お よ び ピ ー ク ま で の 時 間 ( T l ) を 抑 制 し た 。
こ れ は 、 SuCh が RAM I C シ グ ナ ル の 減 衰 開 始 時 点 を 早 め た 結 果 で、 あ る と 考えら
れ る。
(4) C l osed  channe l b l ocke r の ch l o rp romaz i ne ( 3 μ M) は RAM I C の 振 幅 に は 影 響
せ ず 、 持 続 時 間 を 減 少 さ せ た 。 こ の と き 、 T l と T 2 の 両 方 が 減 少 し た 。 Open
and  c l os ed channe l b l ocke r の phencyc l i d i ne ( 3 μ M) は RAM I C の 振 幅 お よ
び持続 時 間 ( T l お よ び T 2 ) を 同 程 度 に 抑 制 し た 。 β - Eudesmo l ( 2 - 40 μ M ) は
RAM I C の 持続 時 間 ( T l お よ び T 2 ) の み を 抑 制 し 、 振 幅 に は 全 く 影 響 し な か っ
た の で 、 ch l o rp romaz i ne の 効 果 に 類 似 し て い る こ と が 示 さ れ た
(5) 脱 分 極 性 遮 断 薬 decame thon i um ( 1 μ M) お よ び open channe l b l ocke r の
bup i vaca i ne ( 3 μ M) は RAM I C の 振 幅 を 抑 制 し た が 、 持 続 時 間 に は 影 響 し な
か っ fこ 。
(6) 以 上 の よ う に 、 神経 筋 遮 断 薬 が 直 接 n - ACh 受 容 体 の 脱 感 作 を 引 き 起 こ す と T l
が 減 少 し 、 n - ACh 受 容 体 後 過 程 の 不 活性化 を 促 進 す る と T2 が 減 少 し た ( F i g .
1 6 ) 。 こ の こ と か ら RAM I C シ グ ナ ル の T l は 日 - ACh 受 容 体 と RAM I C 動 員 機 構
と の カ ッ プ リ ン グ の 強 度 を 反映 し 、 T 2 は n - ACh 受 容 体 後 過 程 の 活 性 化 状 態、 の
持続 時 間 を 反 映 し て い る こ と が 示 さ れ た 。
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T1 
T1 
(+) -TC 
Panc 
α- BgTx 
T2 
Su C h 
T2 
T1 
T1 
C PZ 
ß-Eud  
T2 
C1 0 
B PVC 
T2 
Fig . 1 6  D ifferent mαje of inhibition of noncontracti le Ca2 + transients (RAM I C )  by several 
types of neuromuscular b lockers . T1 represents time to peak ， and T2 represents the decay time 
from 開ak to l/e ampl i tude of R釧I C s i gnal . (t )-Tubocur、arine ， pancuronium and α -bungarotoxin 
selectively shortened T2 of RAMI C .  In contras t ，  SuCh decreased T 1 釦d peak ampl i tude of RAMI C .  
Chl orpromazine and β -eudesmol shortened both T 1  and T2 ・ Decamethonium and bupivacaine 
suppressed the peak ampl i tude of RAMI C  wi thout affecting the duration . 
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皿 - 3 R A M I C シ グ ナ ル と 細 胞 内 情 報伝達系 と の 連 関
生 体細 胞 で は 一 般 に 細 胞 内 Ca 2+ 濃 度 は細 胞外 液 の 1 0 - 4 倍 ( 0 . 1 μ M ) 程 度 に 低
く 保 た れ て い る。 し た が っ て 外 部 か ら の 情報 に 応 じ て Ca 2 争 が 動 員 さ れ る と 、 細 胞
内 Ca 2 -'- 濃 度 は 急 激 に 上 昇 す る。 こ の 変 化 が 引 き 金 と な っ て 細 胞応 答 反 応 を 惹 起 す
る 。 し か も Ca 2 + は 細 胞 内 で 特 定 の 局 所 に 限 局 し た 反 応 を 引 き 起 こ す こ と が 可 能 で
あ る ( Ohmor i ， 1 988 ) 。 マ ウ ス 横 隔膜 筋 に お い て RA�I 1 C は 終 板 付近 に 限 局 し て 動 員
さ れ る ( K i mura e t  a l . ，  1 98 9 )  0 RAM I C は 持 続 的 か つ 大 量 の 筋細 胞 内 Ca 2 � 動 員 で
あ る に も 拘 ら ず 収 縮 反 応 を 引 き 起 こ さ な い。 し た が っ て RAM I C は C a 2 - 依 存 性酵 素
を 活性化す る こ と に よ っ て 終板 の n - ACh 受容 体 の 機 能 を 修飾 す る可 能 性 が 考えら れ
る 。 そ こ で RAM I C と 細 胞 内 情 報 伝 達 系 と の 連 関 を 明 ら か に す るた め に 、 種 々 の 細 胞
内 酵素活性 を 修飾 し 、 neos t i gm i ne ( 0 . 3 μ M ) 存 在下 に お い て そ の 作用 ス ペ ク ト ル を
検討 し た。
細 胞 内 情 報 伝 達 機構 に お い て 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ に よ る機 能 タ ン パ ク 質 の リ ン
酸 化 は 細 胞機 能 の 発 現 を 直 接 制 御 し て い る。 そ こ で ま ず RAM I C 動 員 の 駆 動 機構 に お
け るプ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ A ( P  K A ) の 関 与 を 検討 し た 。 P K A 阻害 剤 の H - 8 9
( 0 . 3 μ M) ( Ch i j i wa e t  a l . ，  1 9 9 0 ) は RAM I C の 振 幅 を 抑 制 し た 。 H- 8 9 の 効 果 の
ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 対 照 薬 の H - 85 ( 0 . 3 μ M ) を 投 与 し で も RAM I C に は
影響 が な か っ た ( F i g . 17) 。 し た が っ て H - 89 に よ る RAM I C の 抑 制 は P K A を 特
異 的 に 阻害 し た 結 果 で あ る こ と が確 か め ら れ た。 他 方 、 収 縮 性 C a 2 十 t rans i en t は
H- 89 お よ び H - 85 に よ っ て 抑 制 さ れ な か っ た。 こ の よ う に RAM I C 動 員 機構 に は
P K A の 活 性 化 が 介在 し て い る こ と が 明 ら か に な っ た 。 骨格 筋 に お い て 、 P K A の
活性化 を 介 す る Ca 2 T 動 員 機構 の 存 在 が 実証 さ れ た の は 初 め て の こ と で あ る。
プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ C ( P K C ) 阻 害 剤 の s t aurospor i ne ( 1 0 n�I ) お よ び H -7
( 1 0 μ M)  ( Ruegg and Burgess ， 1 98 9 ) は収縮性 C a 2 + t rans i en t . RAM I C の い ず れ
に も 影響 し な か っ た 。 し た が っ て 、 P K C は RA�I 1 C 動 員 の 駆 動 過 程 に は 関 与 し て い
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な い こ と が 示 さ れ た 。 P K C 活 性 化 剤 で あ る 1 2 - Q - t e t radecanoy l pho r bo l 1 3 -
aceta t e  ( TPA ， 0 . 3 - 1 μ M) ( N  i s h  i z uka ， 1 984) は 収 縮 性 Ca 2+ t rans i en t の み を
0 . 5- 0 . 6 倍 に 抑 制 し た が RAM I C に は 影響 し な か っ た 。 TPA の 効 果 の ネ ガ テ ィ ブ コ ン
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Fig . 17 Pharmacological spectra of protein kinase A- and protein kinase C -related agents on 
contracti le Ca2+ mobi l i zation (A ，  upper) 釦d RAM I C  mobi l iza.tion (B ， peak ampl i tude : middle ; 
duration :  lower ) in mouse d ia凶ragm muscle treated with nec凶 gmine ( 0 . 3 μ M )  . H-89 ( 0 . 3 μ M ) ， 
H-85 (0 . 3μ M ) ， TPA ( 1 μ M ) ， 4 α -PDD ( 1 μ M) ，  staurosporine ( 10 nM) 釦d H-7 ( 10 μ M )  were 
pretreated for 30 min before the appl i cation of neostigmine . 車P<0 . 05 and upく0 . 0 1 :
��g�i��cant�y d ifferent from the control response to neostigmine alone ， by one-way ANOVA 
C Scheffe mul tiple-comparison test) . 
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ト ロ ー ル と し て 対 照 薬 の 4 α - pho rbo l 1 2 ， 1 3 - d i decano a t e  ( 4 α - PDD ， 1 μ M ) を 投与
し で も 、 両 タ イ プ の Ca 2 + t rans i ent は 変化 し な か っ た 。 TPA は 神 経 か ら の ACh 遊
離 を 促 進 す る ( Mu rphy and Sm i th ，  1 9 87) の で 、 TPA に よ る収 縮 性 Ca 2 +
t rans i en t の 抑 制 は ACh 遊 離 の 減 少 の た め で は な い 。 し た が っ て 、 TPA は 神 経 筋 シ
ナ プ ス 後膜 の P K C を 活 性化 し た 結 果収縮性 Ca 2 十 t rans i en t を 抑 制 し た と 考えら
れ る o Neos t i gm i ne 非 存 在 下 、 す な わ ち RAM I C が動 員 さ れ て い な い 状 態 に お い て は 、
TPA は 収縮 性 Ca 2+ t rans i ent を 抑 制 し な か っ た ( da t a not  shown ) 0 P K C は 細
胞 内 で 上 昇 し た Ca 2 十 に よ っ て 膜へ 移 行 し 、 活性化 さ れ る ( B a z z i and  Ne l ses t uen ， 
1 988 ) 。 活 性 化 し た P K C は n - ACh 受容体 を リ ン 酸 化 し 、 脱 感 作 を 促進 す る
( E useb i e t  a l . ，  1 987b) 。 し た が っ て 、 RAM I C は F> K C の 活 性 化 を 介 し て 収縮 性
Ca 2 -r 動 員 を 抑 制 す る役 割 を 果 た し て お り 、 TPA は こ の RAM I C に よ る抑 制 過 程 を 促
進 し た と 考えら れ る。
n - ACh 受 容 体 の 機 能 発 現 に は G 蛋 白 質 は 介 在 し な い と さ れ て い るが 、 培 養 骨 格 筋
細 胞 に お い て 、 G 蛋 白 質 と 機 能 的 に 連 関 し た n - ACh 受 容 体 の 存在 が 示唆 さ れ て い る
( E useb i e t  a l . ，  1 987a ) 。 そ こ で 、 RAM I C 動員 機 構 に お け る G 蛋 白 質 の 関 与 を 検
討 し た 。 G s 蛋 白 質 活 性 化剤 の コ レ ラ 毒素 ( CTX ， 0 . 1 μ M) を 投 与 す る と 収縮 性
Ca2 + t rans i en t は 1 . 6 倍 に 増 加 し た が 、 RAM I C シ グ ナ ル は 変 化 し な か っ た
(F i g .  1 8 ) 。 抑 制 性 の G 蛋 白 質 ( G i ) を 回害 す る百 日 咳毒 素 ( PTX ， 50 μ g/ kg ， 
i . V . ) も コ レ ラ 毒 素 と 同 様 の 効 果 を 示 し た 。 ま た GTP γ S ( 1 - 1 0 mM 細 胞 内 注 入 )
に よ っ て G 蛋 白 質 を 非 選択 的 に 活 性 化 す る と 収縮性 C a 2+ t rans i en t の み が 増 加 し
た の に 対 し 、 GTP γ S の 対照 薬 GDP β S ( 1 - 1 0 mM ， 細 胞 内 注 入 ) 処 理 で は い ず れ の
Ca2 + t rans i en t も 変 化 し な か っ た 。 こ れ ら の こ と か ら 、 G 蛋 白 質 は 収縮 性 Ca 2 +
trans i en t の 増 強 機構 に は 関与 し て い るが 、 RAM I C 動員 の 駆動 過 程 に は 関 与 し な い
こ と が 示 さ れ た 。
ホ ス ホ リ バ ー ゼ A 2 は 細 胞膜 リ ン 脂 質 に 作 用 し 、 ア ラ キ ド ン 酸、 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ
ン 類、 ロ イ コ ト リ エ ン 類 な ど の メ デ ィ エ ー タ ー 産 生 を 律速 す る酵 素 で あ る。 ホ ス ホ
リ バ ー ゼ A 2 ( PLA 2 ， 1 0 ， 0 0 0  U/m l ) を 細 胞 内 に 注 入 す る と 収縮 性 Ca 2 十 t rans i ent
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は 1 . 3 倍 に 増 加 し た が 、 RAM I C シ グ ナ ル は 影響 さ れ な か っ た 。 シ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー
ゼ 阻害 剤 の i ndomet hac i n ( 1 0 μ M) は 収縮 性 Ca 2+ t rans i en t お よ び RAM I C シ グ ナ
ル の い ず れ に も 作 用 し な か っ た 。 こ の よ う に ホ ス ホ リ バ ー ゼ A 2 系 は RAM I C 動 員 の
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Fig . 18 Pharmacological spectra of G-protein- ， phosphol i I)ase C- and phosphol ipase A2-related agents on contracti le Ca2+ mobi l ization (A ，  up�町 ) 釦d RAH IC  mobi l i zation ( B ， 開ak 釧pl i tude :
middle ; duration : lower) in mouse diaphragm muscle treat�i w i th neostigmine  ( 0 . 3 μ M ) . 
Per tussis toxin ( PTX ) was injected into tai l vein ( 50 μ gJrnl ， 3-5 days elapsed) .  GTP γ S ( 10 凶) ， 
GDP β S  ( 10 mM) ，  phosphol ipase A2 ( PLA2 ， 10 ， 000 U/ml ) ，  PC-PLC ( 5  U/ml ) ，  ant i-PC-PLC ( 10 昭/ml ) ，
P I -PLC ( 5  U/ml ) ，  heparin ( 10 mgfml ) and inos i tol  1 ， 4 ， 5  tr :iphosphate ( I P 3 ， 5 州) were injected 
into muscle fibers . Cholera toxin ( CTX ， 0 . 1 μ M )  was pretr-eated for 3 h and indomethac in for 30 
min before appl ication of neostigmine . 軍 P<0 . 05 釦d upく0 . 0 1 ; significantly  different from the 
con trol response to neostigmine alone ， by one-way ANOVA ( Scheffe multiple-comparison test ) .  
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駆動過程 に は 関 与 し て い な い E ホ ス ホ リ バ ー ゼ A 2 は 細 胞 内 C a 2 + 濃 度 上 昇 に よ っ て
膜へ 移 行 し 、 活 性 化 す る こ と が 知 ら れ て い る ( Yosh i ha ra and Wa t anabe ， 1 9 9 0 )  
ま た ア ラ キ ド ン 酸 は 筋小胞体 か ら の Ca2 十 遊 離 を 促 進 す る ( Cheah ， 1 9 8 1 ) 。 し た が
っ て RAM I C は シ ナ プ ス 後膜 に 存在 す るホ ス ホ リ バ ー ゼ A 2 を 介 し て 収縮 性 Ca 2 + 動
員 機構 を 調 節 し て い る可 能 性 が あ る。
ホ ス ホ リ バ ー ゼ C に よ っ て 活 性 化 す る イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 代 謝 は 種 々 の 細 胞 内
Ca2 + 動 員 機構 に 関 与 し て い る。 ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン 選 択 性 の ホ ス ホ リ バ ー ゼ C
( PC - PLC ， 5 U /m l ， 細 胞 内 注 入 ) ， PC  - P LC 抗体 ( 1 - 1 0mg/m l ， 細 胞 内 注 入 ) 、 ホ ス
フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル - P LC ( P I - PL C ， 5 U /m l 細 胞 内 注 入 ) は 収 縮 性 C a 2 十
t rans i en t お よ び RAM I C の い ず れ に も 影 響 し な か っ た 。 イ ノ シ ト ー ル 三 リ ン 酸 ( 5
mM ， 細 胞 内 注 入 ) お よ び そ の 競 合 的 措 抗 薬 hepa r i n ( 1 0 mg/m l ， 細 胞 内 注 入 )
(Wo r l ey e t  a l . ，  1 987) も 両 Ca 2 + t rans i ent に 対 し て 効 果 が な か っ た 。 以 上 よ り 、
RAM I C は ホ ス ホ リ バ ー ゼ C 系 を 介 さ な い 機 構 で 動 員 さ れ る こ と が 示 さ れ た
カ ル モ デ ュ リ ン ( 1 0 ， 0 00 U/m 1 ) を 細 胞 内 注 入 し で も C a 2 � t r ans i en t に は 変 化 が
み ら れ な か っ た ( F i g . 1 9 ) 。 カ ル モ デ ュ リ ン 括抗薬 W -7 ( 1 0 μ M) ( H i d aka e t  a l . ，  
1 980) と そ の 対照 薬 W - 5 ( 1 0 μ M) は い ず れ も 両 タ イ プ の Ca 2 - t rans i e n t を 抑 制 し
た 。 こ の こ と は 、 W-7 が カ ル モ デ ュ リ ン 括抗 作 用 以 外 の 効 果 で C a 2 + t r ans i en t に
作 用 し た こ と を 意 味 す る。 W-7 お よ び W - 5 の 抑 制 作 用 ノ ぐ タ ー ン が 受 容 体 - channe l
b l ocke r の 効 果 と 酷似 し て い る こ と か ら 、 W -7 お よ び W- 5 は 受 容 体 チ ャ ネ ル の 抑 制
を 引 き 起 こ し た と 考えら れ る。 カ ル モ デ ュ リ ン キ ナ ー ゼ H 阻害 剤 の KN - 62 ( 5 μ M) 
(Tokum i t s u  e t  a l . ，  1 990 ) は 収縮 性 Ca 2 + t r ans i en t お よ び RA�I 1 C の い ず れ に も
作 用 し な か っ た。 し た が っ て RAM I C の 動 員 機構 に は カ ル モ デ ュ リ ン 系 は 関 与 し な い
と いえる。
そ の 他 、 イ ン ス リ ン ( 1 0 ng/m 1 ) 、 カ ル パ イ ン 阻害 剤 の E - 64 ( 1 0 mM ， 細 胞 内 注
入 ) お よ び l eupept i n ( 1 0 mM ， 細 胞 内 注 入 ) は 収縮 性 C a 2 + t rans i en t ， RAM I C の
い ず れ に も 作 用 し な か っ た 。 ま た Na -L ， K + - ATPase 阻害 剤 の ouaba i n ( 3 μ M) は 収
縮性 C a 2 ふ t rans i en t を 抑 制 し た が RAM I C に は 影 響 し な か っ た の で 、 細 胞 内 Na ←
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の 貯留 に 伴 う Na + - Ca 2+ 交 換 は RAM I C 動 員 機構 に 関 与 し な い と 考えら れ る。
以 上 の 結 果 か ら 、 RAM I C の 動 員 に は P K A の 活 性 化 が 不 可欠 で あ る こ と を 見 い だ
し た 。 ま た RAM I C は P K C 、 あ るい は ホ ス ホ リ バ ー ゼ A 2 を 活性 化 す る こ と に よ り 、
収縮性 C a 2 十 動 員 を 修飾 し て い る可 能 性 を 示す こ と が で き た 。
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Fig . 19 Pharmacological spectra of calmedld in-related agents and others on contracti l e  cd+ 
mob i l i zation ( A ，  up�町) 釦d RAMI C  mobi l i zation ( B ，  peak 釧pl i tude : middle ; duration :  l ower ) in 
e diaphrag11 mus?le treated with neoS UETline ( 0 . 3μM) . Calmodul in ( 10 ， 000 U/ml ) ， E-64 
( 10 mM ) 釦d leupeptin ( 10 州) were inj ected into muscle fibers . W-7 ( 10 μ M ) ，  W-5 ( 10 μ M) ， 
KN-62 ( 5 μ M) ， ouabain ( 3 μ M ) 釦d mastoparan ( 1 μ M )  were pretreated for 30 min and insu l in 
( 10 ザml ) for 60 min before the appl i cation of neosti郡山e . ):Pく0 . 05 md H P〈0 . 0 1 :
u
SIgnificantly d ifferent from the control reSFonse to mostigTline alone ， by one-way
'
ANOVA 
( Scheffe mul t iple-comparison test) . 
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{ 要宴 糸勺 】
( 1 )  RAM 1 C 動 員 に 関 連 の あ る 細 胞 内 情報 伝達 系 を 明 ら か に す る た め 、 細 胞 内 酵 素 活
性 を 修 飾 し 、 そ の 作 用 ス ペ ク ト ル を 検討 し た 。
(2 ) Neos t i gm i ne ( 0 . 3 μ M) 存 在下 に お い て 、 P K A 阻 害 淘U H - 8 9  ( 0 . 3 μ M) は
RAM I C シ グ ナ ル の 振 i隔 を 抑 制 し た の
(3)  P K C 活 性 化 剤 TPA ( 0 . 3 - 1 μ M) は RAM I C に は 影 響 せ ず 収 縮 性 C a 2 十
t r ans i en t の み を 抑 制 し た 。 P K C 阻害 剤 は い ず れ の Ca 2 + 動 員 に も 影 響 し な
か っ fこ 。
(4) ホ ス ホ リ バ ー ゼ A 2 ( 1 0 ， 0 00  U/m l ) お よ び G 蛋 白 質 活 性 化 剤 は 収 縮 性 Ca 2 -r
t r ans i en t の み を 増 大 し た 。
(5) カ ル モ デ ュ リ ン 系 、 ホ ス ホ リ バ ー ゼ C 系 は RAM I C お よ び 収 縮 性 C a 2 -r
t r ans i en t の い ず れ に も 作用 し な か っ た 。
(6) 以 上 の 結 果 か ら 、 細 胞 内 に お い て は P K A 系 の み が RAM I C 駆 動 過 程 に お け る シ
グ ナ ル 伝 達 に 関 与 し て い る こ と を 明 ら か に し た り さ ら に P K C お よ び ホ ス ホ リ
バ ー ゼ A 2 は RAM I C に よ っ て 活 性化 さ れ 、 収 縮 性 Ca 2 + 動 員 を 修 飾 し て い る 可
能性 を 示 す こ と が で き た 。
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前 章 の III - 3 で RAM I C の 駆 動過 程 に P K A の 活性 化 が 関 与 し て い る こ と が 示 さ れ
た 。 筋細 胞 内 の P K A の 活性 化 因 子 と し て 神経伝達物 質 の CGRP が 知 ら れ て い る
(M i l es e t  a l . ，  1 9 8 9 )  0 CGRP は 運動 神経 終 末 に お い て ACh と 共存 し ( Takam i
e t  a l . ，  1 98 5 ) 、 神 経 が 持 続 的 に 刺 激 さ れ る こ と に よ り 遊 離 さ れ る ( Sakaguch i e t  
a l . ， 1 9 9 1 ; Cs i l l i k e t  a l . ，  1 993 ) 。 シ ナ プ ス 後膜 に は CGRP 受 容 体 が 存 在 し 、 し
か も 終 板 に 局 在 し て い る ( Poyne r e t  a l . ，  1 9 9 2 ; P opp e r  and M i cevych ， 1 98 9 ) 。
CGRP が そ の 受 容 体 に 結 合 す る と ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ が 活性 化 し 、 cAMP が 増 加 す
る 。 そ の 結 果 、 筋 細 胞 内 の P K A を 活 性 化 す る と さ れ て い る ( Ma tsumo t o e t  a l . ，  
1 992 ) 。 し か し 、 神 経 筋 シ ナ プ ス に お け る CGRP の 役割 は 未 だ確 立 さ れ て い な い t
そ こ で 本章 で は 、 RAM I C 動 員 の シ グ ナ ル 駆動 機構 に お け る CGRP の 関 与 を 検 討 し た 「
N - l 神 経 筋 シ ナ プ ス 後膜 に お け る R A M I C の 駆動 機構
Neos t i gm i ne ( 0 . 3 μ M ) 存 在下 に お い て CGRP ( 0 . 3 - 1 0 nM ) を 投 与 す る と 、 RAM I C
シ グ ナ ル の 持 続 時 間 は 1 0 - 30先 延 長 し た ( F i g . 20b ) 。 ま た CGRP 括 抗 薬 の
CGRP S - 3 7  ( 1 0 - 2 0 μ M ) は RAM I C シ グ ナ ル の 持続 時 間 を 1 0 - 3 0児 減 少 し た ( F i g .
20a ) 。 い ず れ の 場 合 も 収縮 性 Ca 2 + t rans i ent お よ び RAM I C シ グ ナ ル の 振 幅 に は
変化 が み ら れ な か っ た 。 さ ら に CGRP S - 3 7 ( 0 . 1 μ �I ) は CGRP ( 1 0 nM) に よ る
RAM I C 動員 の 増 強 効 果 を 消 失 さ せ た 。 こ れ ら の こ と か ら 、 RAM I C 動 員 の 駆動 過 程 に
は 内 因 性 の CGRP に よ る CGRP 受容 体 の 活性 化 が 介 在 し て い る こ と を 明 ら か に し た 。
一 方 、 neos t i gm i ne 非 存 在 下 に お い て CGRP を 投 与 し で も RAM I C は 動員 さ れ な か っ
た 。 し た が っ て 、 内 因 性 の CGRP は 神 経 筋 シ ナ プ ス 間 際 に ACh が 蓄 積 し た 際 に
RAM I C 動 員 を 惹起 す る と い え る 。
さ ら に RAM I C 動 員 機構 に お け る CGRP と P K A と の 連 関 を 検 証 し た 。 P K A 回 害
剤 H - 8 9 ( 0 . 1 - 1 μ M) は 濃度 依 存 的 に RAM I C シ グ ナ ル の 振 幅 と 持 続 時 間 を 減 少 し た
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Fig . 20 I nvolvement of CGRP in RAM I C  mob i l i zation in mouse di aphragm musc les treated w ith 
0 . 3 μM neostigmine . a .  Upper : Typical traces of Ca2+ trans ients in the presence of CGRPS- 31 at 
the concentrations indicated ( μM ) . Ordinate cal ibration bars represent 50% ampl i tude . Middle 
and lower : Log concentration-response curves of CGRP8- 31 ( ・ ) on the peak ampl itude and the 
duration ， of R州I C ， respectively . b .  Upf町 : Typica l  traces in the presence of CGRP ( 0 . 3-10 出) • 
Middle and lower : Log concentration-response curves of CGRP w i thout any bl ockers ( ・ ) ， w ith 0 . 1  
μM CGRPs-37 ( .6 ) 釦d with 0 . 1 μM H-89 ( ロ ) on the peak ampl i tude and the duratlon ，  of RAM I C ，  
respectively . CGRPS-37 was preincubated for 9 0  min before neostigmine was added . Responses to 
CGRPS-37 and their control responses to neostigmine alone were examined in non開rfused solution 
to minimi ze losses . CGRP was preincubated for 1 5  min before neostigmine was added . E i ther 0 . 1 
μM CGRP8-31 or 0 . 1 μM H-89 Was added 10  min before addition of CGRP . " P く0 . 0 1 ; s ignificantly 
different from the control response to neostigmine alone ， by one-way 釧OVA ( Scheffe mu l t iple-
comparison test ) . 十 P<0 . 05 and 什 Pく0 . 0 1 ; s ignif icantly different from the effects of CGRP 
without CGRP8-31 釦d H-89 ， by one-way ANOVA ( Scheffe) .  
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( F i g .  2 1 a ) 0 RAM I C の 振 幅 に 対 す る H - 89 の I C 5 0 は 0 . 1 4 μ M ( 0 . 07 - 0 . 5 0 ) で
あ っ た 。 H - 8 9 の 対照 薬 で あ る H- 8 5 ( 0 . 1 - 1 μ M ) は HAM I C に 作 用 し な い こ と が 確
か め ら れ た 。 P K A の c a t a l y t i c subun i t  ( 1 0 μ M ， 細 胞 内 注 入 ) お よ び P K A 活性
化剤 AA373 ( 300 μ M ) ( K i mu r a  e t  a l . ，  1 9 77 ) も 、 CGRP と 同 様 に RAM I C シ グ ナ ル
の 持 続 時 聞 を 延 長 し た ( F i g . 2 1 b )  0 CGRP ( 1 0 nM) お よ び AA37 3 ( 3 00 μ M ) に よ る
RAM I C 動 員 の 促進 効 果 は 共 に H - 89 ( 0 . 1 μ M ) で 抑 制 さ れ た 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 神
経 由 来 の CGRP は P K A を 活 性化 す る こ と に よ っ て RAM I C 動 員 を 促 進 し て い る こ と
が示 さ れ た 。
CGRP か ら P K A へ の 情報 伝 達 は cAMP に よ っ て 媒 介 さ れ る と 考 え ら れ て い る
Olatsumo to  e t  a l . ，  1 9 9 2 ) 。 そ こ で RAM I C 動 員 に 及 ぼ す cAMP の 影 響 を 検 討 し た 。
cAMP 関 連 化 合物 8 - b romo cAMP ( 1 0 0 μ M ) お よ び β - ア ド レ ナ リ ン 受 容体 ア ゴ ニ ス ト
の i sop r o t e r eno l ( 1 0 μ �l ) は 収縮 性 Ca 2 + t rans i en t を そ れ ぞ れ 1 . 4 倍 お よ び
1 . 8 倍 に 増 強 し た が 、 RA�I 1 C シ グ ナ ル に は 影 響 し な か っ た ( Tab l e 3 ) 。 こ の 結 果 は
G 蛋 白 質 の 活 性 化 効 果 と 共 通性 を 示 す が 、 CGRP の 効 果 と は 相 反 す る の し た が っ て 、
RAM I C 動 員 過 程 に お い て 、 CGRP は 従 来 か ら 知 ら れ て い る 機構 と は 異 な る 機 構 で
P K A を 活 性 化 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。 も ち ろ ん 高 濃 度 の cAMP ( 1 0 mM ， 細 胞 内 注
入) お よ び i sop ro t e reno l ( 3 0 μ M ) は 共 に RAM I C シ グ ナ ル の 持 続 時 聞 を 延 長 し た 。
ま た ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ 阻害 剤 の theophy l l i ne ( 1 0 0 μ M) も RAM I C の 持 続 時 間
を 延 長 し た 。 こ の こ と か ら 、 cAMP を 増 加 さ せ る こ と に よ っ て も P K A を 活 性 化 し て
RAM I C 動員 を 間 接 的 に 促 進 し 得 る こ と が 示 さ れ た 。
以 上 の 結 果 か ら 、 神経 由 来 の CGRP は P K A を 直 接 活 性 化 し 、 RAM I C 動 員 を 引 き
起 こ す こ と を 示 し 得 た 。
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Fig . 2 1  I nvolvement of  protein kinase A in RAM I C  mobi l i zation in mouse di aphragm musc les 
treated with 0 . 3 μ M  neostigmine . a .  Upper : Typical traces ()f Ca2+ trans ients in the presence 
of H-89 at the concentrations indicated ( μ M) . Ord inate cal ibration bar represents 50% . 
Hiddle and lower : Log concentration-response curves of H-89 ( ・ ) 釦d H-85 ( 企 ) on the peak 
ampl i tude and the duration ，  of RAMI C ，  respectively . b .  Up開r : Typical traces in the presence 
of 300 μ H  AA373 . H iddle and lower : Log concentration-response curves of AA373 wi thout ( ・ ) 釦d
with 0 . 1 μ M H-89 ( ロ ) on the peak ampl i tude and the duration ， of R州I C ， respectively . H-89 ， 
H-85 釦d AA373 were pretreated for 30 min before neostigmine was added . 0 . 1 μ M H-89 was added 
10 min before addition of AA373 . 守<0 . 05 and 草 守<0 . 0 1 ; s ignificantly different from the 
con trol response to neostigmine alone ， by one-way ANOVA ( Scheffe mul t iple-comparison test ) . 
什P<O . O l ， s ignificantly d ifferent from the effects of AA373 wi thout H-89 ， by one-way ANOVA 
(Scheffe mul tiple-comparison test) . 
5 8  
- 6 -7 
Ta ble  3 I nf l u e nce of cycl i c  AM P o n  co ntracti le  and n o nco ntracti l e  C a2+ 
transi e nts 
Orug 
co ntrol a 
8-Br  cAM P ( 1 00 μM ) 
isop rote r e n o l  ( 1 0 μM ) 
(30 μM ) 
th eoph y l l i n e ( 1 0 0 μM ) 
cAM P (0 m M ) c 
(0 . 3 m M ) c 
( 1 0  m M ) C  
contractile 
amplitude 
(0/0) 
228 :t 2 5  
3 1 7 :t 3 6  t 
4 1 7 :t  3 5  * *  
308 :t 3 3  t 
279 :t 42 
(kcps) b 
1 2 . 0 :t 2 .4 
2 7 . 0 :t 6 . 0  * 
3 2 . 5 :t 4 . 8  * *  
noncontractile 
amplitude 
(0/0) 
42 :t 8 
44 :t 8 
48 :t 8 
46 士 8
4 1 :t 5 
(kcps) 
2 .2 :t  0 . 3 
3 . 7 :t 0 . 7 
3 . 8 :t 0 . 7 
duration 
(ms) 
560 :t 43 
609 :t 1 6  
583 :t 3 6  
720 :t 1 9  * *  
6 9 1  :t 22 * *  
(ms) 
574 :t 2 5  
588 士 2 5
7 1 9 :t 29 * 本
n 
9 
8 
8 
8 
1 6  
9 
1 0  
8 
a Co ntracti l e  C a  2+ trans ients befo re pretreatment with cycl i c  AM P (cAM P) ー
re lated ag ents were regarded as 1 00 % am p l itude o n ly i n  th is  tabl e ，  
si n ce contracti l e  t ransie nts were i n creased b y  these age nts al o n e . 
b K i loco u nts per  second . Ca 2+ s i g n als before i nj e cti o n  of cAM P can n ot 
be o btai n ed . T h e n  data are expressed as absol u te l u m i n escence 
val u e s .  
c D r u g  concent rat io n s  i n  a n  inj ecti o n  p i pe口e .
Statisti cal d iffe re n ces w e re eval u ated by Studenf s t -test . 
* P < 0 . 0 5  and * *  P < 0 . 0 1  ; dete rmined by two-tai l t est . 
t P く 0 . 0 5 re p rese nts o n e-tai l s ign i f ican ce .  
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IV - 2 シ ナ プ ス 前膜 の R A M I C へ の 影響
RAM I C 動 員 を 引 き 起 こ す た め に シ ナ プ ス 前膜 か ら CGRP が 遊 離 さ れ る と き 、 も う
一 方 の 神 経 伝 達物 質 で あ る ACh の 遊 離 の 状 態 も 変化 し て い る と 考 え ら れ た の で 、 こ
の 可能性 を 追 究 し た 。 に - channe l b l ocke r の 4 - am i no py r i d i ne は 運 動 神 経 終 末 か
ら の ACh 遊 離 を 増 大 さ せ る こ と が 知 ら れ て い る ( Somogy i e t  a l . ，  1 98 7 ) 。
Neos t i gm i ne ( 0 . 3 μ M ) 存 在 下 で 4 - am i nopy r i d i ne ( 1 0 0 μ M) を 投 与 す る と 収縮 性
Ca2 -r t rans i en t お よ び RAM I C シ グ ナ ル の 振幅 は 増 大 し た ( da t a no t s hown) っ こ
の と き RAM I C の 持続 時 間 は 変 化 し な か っ た 。 運 動 神 経 終 末 か ら の ACh 遊 離 を 阻 害
す る ボ ツ リ ヌ ス 毒 素 ( 1 - 1 0 0 μ g ， i . p . )  ( S t an l ey and D rachman ， 1 98 3 ) は 両 タ イ
プ の Ca 2 + t r ans i en t を 完 全 に 抑 制 し た 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 RA�I 1 C の 振 幅 は ACh
遊離量 に 依存 し て い る こ と が 示 さ れ た 。 ま た RAM I C は 、 n - ACh 受 容 体 に 対 す る
neost i gm i ne の 直 接 作用 に よ り 生 じ た も の で は な い こ と が 確 か め ら れ た 。
Hexame thon i um は シ ナ プ ス 前膜 の n - ACh 受 容体 ( 神 経 型 ) に 作用 し て ポ ジ テ ィ ブ
フ ィ ー ド バ ッ ク 機 構 を 抑 制 し 、 ACh 遊 離量 を 減 少 さ せ る ( Wess l e r e t  a l . ，  1 98 6 ) 。
Hexame thon i um ( 1 0 - 1 0 0 μ M) は 収縮 性 Ca 2 十 t r ans i en t に は 影 響 せ ず 、 RAM I C シ グ
ナ ル の 振 幅 を 選択 的 に 抑 制 し た ( F i g . 2 2 )  0 I C 5 0 は 30 μ M ( 23 . 3 - 3 8 . 7 ) で あ っ た
こ の と き RAM I C の 持 続 時 間 は 変 化 し な か っ た 。 こ こ で 用 い た 低濃 度 の
hexame thon i um は 終 板 の n - ACh 受容 体 を 抑 制 し な い ( M i l ne and By rne ， 1 9 8 1 ) 円
し た が っ て RAM I C 動 員 を 惹 起 す る た め 、 神経 筋 シ ナ プ ス 間 隙 に 貯 留 し た ACh が シ
ナ プ ス 前膜 へ の ポ ジ テ ィ ブ フ ィ ー ド パ ッ ク 機構 を 活 性 化 し 、 ACh 遊離 を 促進 し て い
る と 想 定 で き る 。
神 経 型 n - ACh 受容 体 の 性 質 は 多 く の 点 で RAM I C の 特 性 と 合 致 し て い る 。 す な わ
ち 、 1 ) 神 経 型 n - ACh 受 容 体括抗薬 hexame thon i um ( 1 0 - 1 0 0 μ M) が RAM I C 動 員 を
抑 制 す る 。 2 ) 神経 型 n - ACh 受容 体 の 反応 は 骨格 筋 型 n - ACh 受容 体 と 異 な り 、 高 濃
度外 液 C a 2 - に よ っ て 増 大 す る ( Ve r i no e t  a l . ，  1 9 9 2 ) 。 こ れ は RA�I 1 C が 高 濃 度
( 5  mM ) の Ca 2 - に よ っ て 増 大 す る こ と に 対 応 す る ま た 3) 神 経型 n - ACh 受 容 体
6 0  
RAM I C 動 員 に他 方 、。1 98 9 )  e t  a l . ，  ( Be rg は cAMP 系 に よ り 活 性 型 へ 変 換 さ れ る
n - ACh 受 容 体 が シ ナ プ ス 後膜し た が っ て 神経 型も P K A の 活 性 化 が 不 可 欠 で あ る 。
RAM I C 動 員 に 寄与 し て い る 可 能 性 も 残 さ れ て い る 。に も 存在 し 、
nvi nn nU 円iu
運 動 神経 お よ び 知 覚 神 経 か らACh を 遊 離 す る 状態 で は 、運 動 神経 が 過度 に
シ ナ プ ス 前膜 の ポ ジ テ ィし た が っ て 、。1 9 9 1 )  e t  a l . ，  ( S akaguch i が放 出 さ れ る
RAM I C 動 員 の 駆動 をの 放 出 を 引 き 起 こ し 、CGRP プ フ ィ ー ド バ ッ ク 機構 の 活性化 は 、
こ の よ う に シ ナ プ ス 前 膜 に は HAM I C 動 員 機構 の 起動 を 制
御す る 役割 が あ る と い え る 。
惹起 さ せ る 可 能 性 が 高 い 。
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Fig . 22  I nvolvement of  a presynaptic n-ACh receptor in RAM I C  mob i l i zation in mouse di aphragm 
muscles treated with 0 . 3μ M  neostigmine . Upper : Typical traces ぱ Ca2+ trans ients in the 
presence of hexamethonium at the concentrations ind icated ( μ M ) .  Ordinate cal ibration bar 
represents 50先 ampl itude . Middle and lower : Log concentration-response curves of hexamethonium 
on the peak ampl itude and the duration ， of RAM I C ，  respectively . I ncreas ing concentrations 
of hexamethonium were added to the neostigmine solution every 5 lmin after a 1 5-min app l ication 
of neostigmine ， and the records for 6 s ignals during the last 1 rnin were analyzed . n = 4 to 10 . 
lP< 0 . 05 釦d l lP <O . O l ;  s ignificantly di fferent from the control response to neostigmine alone ， 
by one-way ANOVA ( Scheffe multiple-comparison test) .  
6 1  
【 要宴 糸勺 】
( 1 ) 前 章 で RAM I C 動 員 機構 に は P K A が 関 与 し て い る こ と が 示 さ れ た の で 、 そ の シ
グ ナ ル 駆 動 機 構 を 検 討 し た 。
(2)  Neos t i gm i ne ( 0 . 3 μ M) 存 在下 に お い て 、 CGRP ( 0 . 3 - 1 0 nM) は RAM I C の 持 続 時
聞 を 延長 し 、 CGRP 括 抗 薬 CGRP S - 3 7 ( 1 0 - 20 μ M ) は RAM I C の 持 続 時 闘 を 減 少 し
fこ 。
(3)  P K A の c a ta l y t i c subun i t  ( 1 0 μ M) お よ び P K A 活 性 化 剤 AA37 3 ( 3 00 μ M ) 
は RAM I C の 持続 時 間 を 延 長 し た の P K A 阻害 剤 H - 8 9 ( 0 . 1 - 1 μ M ) は RAM I C の
振 幅 お よ び 持 続 時 間 を 抑 制 し た 。 ま た H- 89 ( 0 . 1 μ �f ) は CGRP に よ る RAM I C
動 員 の 増 強 効 果 を 消 失 さ せ た 。
(4) cA1伊 関 連 化 合 物 の 8 - b romo cAMP ( 1 00 μ M) お よ び β - ア ド レ ナ リ ン 受 容体 ア ゴ
ニ ス ト の i s op r o t e reno l ( 1 0 μ M) は 収縮性 C a 2 + t r ans i en t を 増 強 し た が
RAM I C に は 影 響 し な か っ た 。
(5 )  AC h 遊 離 を 促 進 す る K + - channe l b l ock e r の 4 - am i nopy r i d i ne ( 1 0 0 μ M) は
RAM I C お よ び 収 縮 性 C a 2 十 t rans i en t の 振幅 を 増 大 し た 。 ま た ACh 遊 離 阻害 剤
の ボ ツ リ ヌ ス 毒 素 ( 1 - 1 00 μ g ， i .  p . ) は 両 タ イ プ の Ca 2 + 動 員 を 抑 制 し た 。 神
経 型 n - ACh 受 容 体括 抗 薬 hexame thon i um ( 1 0 - 1 0 0 μ M) は RAM I C の 振 幅 を 選 択
的 に 抑 制 し た 。
(6) 以 上 の こ と か ら 、 シ ナ プ ス 間 隙 に 貯 留 し た ACh に よ っ て ポ ジ テ ィ ブ フ ィ ー ド
バ ッ ク 機構 が 働 く と き 、 CGRP が 遊離 さ れ 、 筋 細 胞 内 の P K A を 活性 化 し た 結 果
RAM I C を 動員 す る と い う 機構 を 想 定 し 得 た 。
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V - l 糖 尿 病 態 に よ る n - ACh 受容体 の 脱感作促 進 効 果
RAM I C は n - ACh 受 容 体 の 脱 感 作 が 発 現 し や す い 状 態 に お い て 動 員 さ れ る 。 そ こ で 、
脱感作機構 に お け る RAM I C 動 員 の 役割 を 解 明 す る 糸 口 を つ か む た め 、 RAM I C シ グ ナ
ル を 正 常 状 態 と 脱 感 作 冗 進 状 態 と で 比 較 す る こ と に 着 手 し た 。 糖 尿 病 性 神 経症 は 神
経筋 シ ナ プ ス 伝達 の 異 常 を 引 き 起 こ す 。 こ の と き 骨格 筋 の n - ACh 受 容 体 機 能 も 修 飾
さ れ る ( K i mu ra e t  a l . ，  1 98 6 ) 。 そ こ で 、 ま ず n- ACh 受 容 体 の 脱 感 作 発 現 速 度 が
糖尿 病 態 で 変 化 し て い る か ど う か を 明 ら か に す る た め ACh 電 位 の 減 衰 速 度 を 測 定 し
た 。 ま た 糖 尿 病 態 に お け る 脱 感 作促 進 薬 の 効 果 を 検 討 し 、 受 容 体 の 薬 物 感 受 性 に 変
化が 生 じ て い る 可 能 性 に つ い て 調 べ た 。 そ し て こ れ ら の 結 果 を 基 に 、 RAM I C 動 員 に
対す る 糖尿 病 態 の 影 響 を 検 討 し た 。
1 . 糖 尿 病 態 に お け る n- ACh 受容体 の 脱感作発現速度 の 上昇
糖 尿 病 態 で n - ACh 受容体 の 脱感 作 が 冗 進 し て い る か ど う か を 明 ら か に す る た め 、
正常 筋 お よ び STZ 糖 尿 病 態 筋 に お け る ACh 電 位 の 減衰 を 比 較 し た 。 微 小電 極 法 を
用 い て 高 頻 度 ( 1 0 H z ) で ACh 電位 を 発 生 さ せ る と 、 ACh 電位 の 振幅 は 時 間 と と も
に 減衰 し た ( F i g . 2 3 a ) 。 そ の 減衰 は 糖尿病 態 筋 に よ っ て 有意 に 促 進 さ れ た ( F i g .
23b ) 。 こ の 結 果 よ り 、 糖尿 病 態 で は 脱感 作 が起 こ り や す く な っ て い る こ と が 実 証 さ
れ た 。 ま た 5 Hz の 頻度 で 発生 さ せ た ACh 電 位 の 減衰 は 正 常 筋 、 糖 尿 病 態 筋 と も に
僅 か で あ り 、 糖尿 病 態 に よ る 有 意 な 脱 感 作 の 促 進 効 果 は み ら れ な か っ た 。 こ の よ う
に 糖 尿 病 態 に よ る 脱 感 作 促 進 効 果 は 刺 激 の 頻 度 に 依 存 し て 増 強 す る の で 、 糖 尿 病 態
は 脱 感 作 の 完 了 し た 状 態 で は な く 、 脱 感 作 の 発現 し や す い 状 態 に な っ て い る と い え
る コ
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Fig . 23 Desens i t i zation of trains of ACh potential s in non寸i abetic 釦d STZ-diabetic diaphragm 
muscles of mice . a .  Typical records showing desens it i zation in the non寸i abetic state (up�町)
and in the diabetic state ( lower ) . The ampl i tude of the ini tial ACh poten tial was 8 mV ， and 
the potentials were evoked at 10 Hz . b .  Time courses of decl ines in the ampl i tude of ACh 
potentials evoked at 5 Hz ( ム ) 釦d 10  Hz ( () ) in the non寸 iabetic state ， and those which evoked 
at 5 Hz ( 企 ) and 10 Hz ( ・ ) in the diabetic state . Arnpl i tude is expressed as a percentage of 
the in itial ACh potential ( approximate ly 8 mV) .  Each value is the mean :t S . E .  of response every 
1 min after the beginn ing of iontophoretic applicat ion of ACh . n = 7 to 1 6 . 守<0 . 05 ，
￥ ￥ P く0 . 0 1 ; compared with non-diabetic muscle by unpaired t-test . These desensit i zation curves 
can be replotted in two exponential phases and y ield the fol lw ing time constants ( T )  of the 
two kinetic components of desens it i zat ion ( fast and s low desens i ti zation) . Non-diabetic state : 
T f =  0 . 9  s ，  T s ニ 35 s at 5 Hz ， and T f = 0 . 5  s ，  T s= 18 s at 10 Hz ; STZ寸iabetic state : 
T f = 0 . 7  s ，  T s = 30 s at 5 Hz ， 釦d T f = 0 . 5  s ，  T s= 12 s at 10 Hz . 
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さ ら に 脱 感 作 発 現 過 程 を 速度 論 的 に 解 析 し た 。 ACh 電 位 の 時 間 経 過 は 二 つ の 指 数
関 数 で 表 す こ と が で き た 。 す な わ ち fas t お よ び s l ow desens i t i z a t i on が 観 察 さ
れ た 。 1 0 Hz で 発 生 さ せ た ACh 電 位 に お い て f as t desens i t i z a t i on の 時 定 数 は 正
常 筋 、 糖 尿 病 態 筋 と も に 0 . 5 sec で あ っ た 。 他 方 、 s l ow des ens i t i z a t i on の 時 定
数 は 正 常 筋 で 1 8 sec で あ っ た の に 対 し 、 糖 尿 病 態 筋 で は 1 3 sec と 短 く な っ た 。
こ の よ う に 糖 尿 病 態 は n - ACh 受 容 体 の 脱 感 作 発 現 過 程 に お い て s l ow
desens i t i za t i on を 選択 的 に 促 進 す る こ と が 明 ら か に な っ た 。 1 章 で 述 べ た と お り 、
糖尿 病 態 で は 筋細 胞 内 Ca 2 十 濃 度 が 上 昇 し て い る 可 能 性 が あ る 。 ま た 細 胞 内 C a 2 �
が n- ACh 受 容 体 や シ ナ プ ス 後膜 の 結 合部 位 に 作 用 す る と s l ow d esens i t i z a t i on の
速度 が 増 加 す る こ と が 知 ら れ て い る ( Chesnut ， 1 9 83 ) 。 し た が っ て 、 糖 尿 病 態 で 異
常 に 蓄 積 し た 細 胞 内 Ca 2 + に よ っ て s l ow des ens i t i z a t i on が 促進 さ れ た 可 能 性 が 高
。、EBluw 
2 . 収 縮 性 C a 2 十 動 員 に 対 す る 神経筋遮断薬 の 効 果 の 糖 尿 病 態 に よ る 修 飾
III 章 で 、 neos t i gm i ne 非 存 在下 に お い て n - ACh 受 容 体 - channe l b l ocke r は
SuCh に よ る 収縮 性 C a 2 -'- t rans i en t の 抑 制 作用 を 増 強 す る こ と を 示 し た 。 そ こ で 、
こ の 受 容体 - channe l b l ocke r の 効 果 が 糖 尿 病 態 で 修 飾 さ れ る か ど う か を 検 討 し た 。
糖 尿 病 態 に お い て 、 c l osed channe l b l ocke r の ch l o rp r omaz i ne ( 3 - 1 0 μ M ) に よ る
SuCh の 作用 の 増 強 効 果 は 、 正常 筋 に お け る 効 果 の 2/3 倍程度 に 弱 ま っ た (F i g .  24 ) 。
ま た open and c l osed  channe l b l ocke r の phencyc II i d i ne も 、 ch l o rp romaz i ne と
同 様 に 、 S uCh の 抑 制 作 用 の 増 強効 果 が 糖 尿 病 態 で 減 弱 し た ( F i g . 2 5 ) 。 こ れ に 対
し て 、 open channe l b l ocke r の bup i vaca i ne ( 1 0 - 3 0 μ M ) は 正 常 筋 と 糖 尿 病態 筋 の
い ず れ に お い て も 同 程 度 に SuCh に よ る 収縮 性 Ca 2 十 t r ans i en t の 抑 制 作用 を 増 強
し た ( F i g . 24) 。 β - Eudesmo l は phencyc l i d i ne 様 の channe l b l ocke r で あ る
( K i mu r a  e t  a l . ，  1 99 1 a ) に も 拘 ら ず 、 病態 に よ る 抑 制 を 受 げ な か っ た ( F i g . 2 5 )  ) 
こ れ は β - eudesmo l の 分子構 造 の 特 徴 と 関 連 し て い る の で あ ろ う 。 β - Eud esmo l は
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F ig . 24 The enhancing effect of ch1orpromaz ine ( CPZ ， 1eft)  éilld bupivacaine (BPVC ， r ight ) on 
succiny1cho1 ine-induced b10ck of L . 州PL ITUDE (contracti 1e Ca2+ trans ients ) in the STZ-diabetic 
state (upper) and the norma1 state ( lower) . The preparations were pretreated with 3 to 30 μ M  
CPZ 釦d BPVC for 30 min and compared w i th the contro1 ( () ) .  Each va1ue is the me釦 :t S . E . ， 
measured every 7 min after the increas e in concentrations of SuCh (n = 5-6 ) . 草Pく0 . 05 and 事 草 P く0 . 0 1 ; s ignificant1y different from the response wi thout CPZ by Student ' s  unpaired t-test .  
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Fig . 25 The enhancing effect of phencycl idine ( PCP ， left ) and β -eudesmol ( β -Eud ， r ight) on 
succiny lchol ine-induced block of L . 凶PL ITUDE (contracti le  Ca2+ trans ients ) in the STZ-diabetic 
state (upç町) and the normal state ( lower) . The preparations were pretreated w ith 3 to 40 μ M  
BPVC ， PCP and β -Eud for 30 t o  6 0  min and compared with the control ( () ) .  Each value is the 
mean :t S . E . ， measured every 7 min after the increase in concentrations of SuCh (n = 5-6 ) . 
ゃく 0 . 05 and � �P <O . O l ;  s ign ificantly di fferent from the response without CPZ by Student' s 
unpaired t-test . 
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他 の 三 つ の channe 1 b 1 0cke r と は 異 な り 、 分子構造 中 に N を 含 ま ず 、 t e r t i a ry - ア
ル コ ー ル ( 分極 し た 部位 ) を 持 っ て い る の で あ る ( 付 録 2 参 照 ) 0 C hanne 1 
b 1 0cke r の 効 力 を 比 較 す る と phencyc 1 i d i ne = ch 1 o rp romaz i ne > bup i vaca i ne > 
β - eudesmo 1 ( 1 0 : 1 0  : 5 : 1 ) で あ っ た 。 こ の よ う に 糖尿 病態 で は c 1 0s ed channe 1 
b 1 0cke r の 効 果 が 選 択 的 に 修飾 さ れ る こ と が 示 さ れ た 。 こ れ は 、 糖 尿 病 態 に お い て
n-ACh 受 容 体 の 脱 感 作 が 冗進 し 、 受 容 体 の コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン が 変 化 し た こ と に 起
因す る と 考 え ら れ る 。
SuCh に よ る 単 収縮抑 制 作 用 は糖 尿 病 態 で 増 強 さ れ る こ と が 報 告 さ れ て い る
01 u r 0 i e t a 1 . ， 1 9 8 9 ) 。 こ の と き β - eudesmo 1 に よ る SuCh の 作用 の 増 強 効 果 は
さ ら に 促 進 さ れ る 。 本実験 系 に お い て も こ れ ら の 効 果 は 確 認 さ れ た ( da t a not  
shown) 。 と こ ろ が 収縮性 Ca 2 + t rans i ent に 対 す る SuCh お よ び β - eudesmo 1 の
効果 は 病態 に よ っ て 有 意 に 変 化 し な か っ た 。 し た が っ て 糖尿 病 態 に お い て は 、
n- ACh 受 容 体 の 機 能 だ け で な く 収縮 系 の 感 受性 も 変 化 し て い る こ と が 示 唆 さ れ た 。
以 上 の こ と か ら 、 糖 尿 病 態 で は n - ACh 受容 体 の 脱 感 作 が 冗 進 し 、 神経 筋 シ ナ プ ス
伝達異 常 を 引 き 起 こ す と い え る 。
3 .  R A M I C 動員 に 及 ぼ す 糖尿 病 態 の 影響
糖 尿 病態 筋 の n - ACh 受容体 は 脱 感 作冗 進 状 態 に な っ て い る こ と が 示 さ れ た の で 、
RAM I C 動 員 機構 に 及 ぼ す 糖 尿 病 態 の 影 響 を 検 討 し 、 n - ACh 受 容 体 の 脱 感 作 と RAM I C
動員 と の 関 係 に つ い て 論 じ た 。
3 - 1 糖 尿 病 態 に お け る 細 胞 内 Ca2 + 動 員 の 修 飾
STZ お よ び a 1 1  oxan 糖尿 病 態 筋 に お け る 細 胞 内 Ca 2 + 動 員 お よ び 単 収 縮 を 、 正 常
筋 に お け る 反 応 と 比較 し た o F i g .  2 6 で 示 す よ う に 糖 尿 病 態 で は 、 neos t i gm i ne
( 0 . 3 μ M) 処 理 に よ る 収 縮 性 Ca 2 + t rans i en t お よ び 単 収 縮 の 増 大 は 僅 か で あ っ た 口
こ の と き の 収 縮 性 C a2 干 t r ans i ent の 振 幅 を 正 常 筋 の 反 応 と 比 較 す る と 、 糖 尿 病 態
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Fig . 26 Diabetic modifitions of Ca2 + transients and twi tch tension in the presence of 
neostigmine ( 0 . 3 μ H ) . a :  Typical s low-sweep traces showing the time course of the al terations 
of Ca2+ trans ients (upper) and twi tch tens ion ( lower ) by the neostigmine treatment in 8T2-
diabetic diaphragrn muscles . The nutri ent solution containing neostigmine was continuously 
開rfused from the time point represented by the closed circle . b :  Typical fast-sweep traces of 
averaged records for 30 signals of Ca2 + trans ients in diaphragm muscles isolated from non-
diabetic (upper ) ，  8T2-diabetic (middle ) ，  and al loxan-diabetic mice ( lower) . The s ignals were 
averaged 10-15 min after neostigmine was appl ied . 
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に よ っ て 0 . 6 - 0 . 8 倍 程 度 に 抑 制 さ れ る こ と が示 さ れ た ( F i g . 27a ) 。 こ の 抑 制 に は 、
糖尿 病 態 に よ る n - ACh 受 容 体 の 脱 感 作 促 進 効 果 が 関 与 し て い る と 考 え ら れ る 。
Neos t i gm i ne ( 0 . 3 μ M) 投 与 後 か ら RAM I C の 動 員 ま で の 時 間 は 、 STZ 糖 尿 病 態 筋 で
は 2 . 7 + 0 . 3 m i n  ( n= 9 ， P< O . O l ) 、 a l l oxan 糖 尿 病 態 筋 で は 3 . 3 + 0 . 2 m i n  ( n= 14 ，  
P<0 . 0 5 ) で あ り ( F i g . 2 6 ) 、 正 常 筋 の 4 . 5 + 0 . 4 m i n  ( n= l l ) よ り も 短縮 さ れ た 。
し た が っ て RAM I C は 糖 尿 病 態 筋 に お い て 動 員 さ れ や す く な っ て い る と い え る 。
RAM I C シ グ ナ ル の 持続 時 間 は STZ 、 a l l oxan の い ず れ の タ イ プ の 糖 尿 病 態 に お い
て も 正 常 筋 の 0 . 8 倍 に ま で 減 少 し た ( F i g . 27c ) 。 こ の と き RAM I C の 振 幅 に は 変
化 が み ら れ な か っ た ( F i g . 2 7b ) 。 こ の 結 果 か ら 、 糖 尿 病 態 に お い て RAM I C の 動 員
量 は減 少 し て い る こ と が 示 さ れ た 。 さ ら に RAM I C の 持 続 時 間 を T l と T 2 に 分 け て
解析 し た 。 ま ず T l は 正 常 筋 の 1 5 1 + 1 0  ms ec ( n= 1 0 ) に 対 し て 、 STZ 糖 尿 病態 で は
僅 か に 減 少 す る が ( 1 2 1 + 1 0 ， n=9 ， P < 0 . 0 5 ) 、 a l l oxan 糖 尿 病 態 で は 変 化 し な か っ
た ( 147 士 14 msec ， n=8 ， P < O . O l ) 。 一 方 、 T 2 は 正 常 筋 の 346 + 1 4  msec  ( n= 1 0 ) に
対 し て 、 S TZ 糖 尿 病 態 筋 で は 276 + 2 6  msec ( n= 9 ， P < O .  0 5 ) 、 a l l oxan 糖 尿 病 態 筋
で は 245 + 1 9 ms ec  ( n=8 ， P < O . O l ) と い ず れ も 有 意 に 減 少 し た 。 こ の こ と は 糖 尿 病
態筋 に お い て RAM I C シ グ ナ ル は 減 衰 し や す く な っ て い る こ と を 意 味 す る 。
次 に neos t i gm i ne 存 在下 に お け る 細 胞 内 Ca 2 + 動 員 お よ び 単 収 縮 の 外 液
Ca 2 + 依 存 性 の 変 化 を 検 証 し た 。 正 常 筋 で は 収縮 性 Ca 2 十 t rans i en t 、 単 収 縮 と も に
至 適 外 液 Ca 2 + 濃 度 は 通 常 の 2 . 5 mM で あ り ( F i g . 2 8 a ) 、 そ れ よ り 低 濃 度
( 0 . 63 - 1 . 3  mM ) で も 高 濃 度 ( 5 - 20 mM ) で も 減少 し た ( F i g . 28b ， c )  0 STZ あ る い
は a l l oxan 糖 尿 病態 筋 で は 、 外 液 C a 2 + 濃 度 が 2 . 5 - 5 mM の 状 態 で 収縮 反 応、 が 抑 制
さ れ 、 低 濃 度 ( 0 . 6 3  m�1 ) に お い て は 逆 に 増 大 さ れ た 。 す な わ ち 、 糖 尿 病 態 筋 に お い
て 収縮 性 Ca 2 + t rans i en t は 外 液 Ca 2 + の 変動 の 影 響 を 受 げ に く く な っ た 。 こ の 結
果 は 、 筋 直 接 刺 激 に よ る 収 縮性 Ca 2 + t r ans i en t の 外 液 Ca 2 + 依 存 性 を 検 討 し た
K i mu r a  e t  a l . ( 1 9 9 0a ) の 報告 と 一致 し た 。 こ の よ う な 外 液 Ca 2 十 依 存 性 の 低下 は 、
糖 尿 病 態 に お け る 細 胞 内 C a2 -r- の 異 常 な 蓄積 が 原 因 で あ る と 考 え ら れ る 。
RAM I C シ グ ナ ル の 正 常 筋 に お け る 至 適 外液 Ca 2 + 濃 度 は 5 mM で あ る ( K i mu ra
7 0  
et a l . ，  1 98 9 )  0 RAM I C シ グ ナ ル の 外 液 Ca 2 + 依 存性 を そ の 振 幅 と 持続 時 間 に 分 け て
詳 し く 解析 し た と こ ろ 、 各 パ ラ メ ー タ は そ れ ぞ れ 固 有 の 特性 を 持 つ こ と が 示 さ れ た
( F i g . 2 8d ， e ) 。 す な わ ち RAM I C シ グ ナ ル の 振 幅 は 通 常 の 外 液 C a 2 + 濃度 ( 2 . 5
mM) よ り 低 濃 度 ( 0 . 6 - 1 . 3mM ) で は 減 少 し 、 高 濃 度 ( 5 - 20 mM) で は増 大 し た 。 こ れ
に 対 し 、 持 続 時 間 は 2 . 5 - 5 mM で は 変 化 し な い が 、 さ ら に 高濃 度 側 ( 1 0 - 20 mM) で
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F ig . 27 D iabet ic abnormal i ties of con tracti le Ca2+ trans ients 釦d R釧I C mobi l i zation in the 
presence of neost igmine ( 0 . 3μM) . (a)  Contracti le Ca2+ tréills ients in the diaphragm muscle of 
non-diabetic (open column ) ， STZ寸iabet ic (shaded co lumn)  ill1d insul in-treated diabetic mice 
(dotted column) . (b and c)  Peak 剖lpl i tude and duration ，  of RAMI C ，  res�吃ct ively . Peak 
ampl i tude of ei ther type of Ca2 + trans ients was expressed as percentages of contracti l e  Ca2+ 
trans ients obtained before the appl ication of neost igmine . n = 4 to 9 .  � P<0 . 05 ;  
s ignificantly d ifferent from the value for non寸iabetic muscles by Student '  s t-test . 
7 1  
a 
NON-D IABETIC 
トJ e o ( 0.3 μ M  ) 
「ぐ土
トー: m 2 \ 
b 
C O N T R A C T I し E Caφ ・
300 ト p e ok o m p li t u d e  
円unu O0 21 
ωω
zonLWUα
x 
。
- 3 - 2 
d 
N O N C ON T R A C T I し E Ca+ +  
w lfl 1 00 Z 0 n.. (f) w 0::: 
"'#. 5 0  
。 - 3 - 2 
し O G C O N C E N T R A T ION OF C a C I2 (M) 
- 3 
STZ- D I ABETIC 
:!? 
土:
o m M CaC I2 1 1  
0 .3  s 
C 
T W I T CH T EN S IO N  
300 ト p e ok o m p li ↑ u d e  
o N o nd i ロ b e l i c d d Y  w lfl 
5 200 . il. I _.，o.__ " Al loxon - dlo b e  t i c  
lfl I �三一 . なW I ・ ・�ー - ・ア""'-'・1・\
Eピ 1 00 ト 叫'7 干 恥�-.ミヨ』
"'#. I 、'
• S T Z - dlobe t i c  
。 - 2 - 3 
e 
500 
� 400 (/)E 
z 300 
O 
� 200 α 
コ
o 1 00 
。 - 2 
Fig . 28 [Ca2+ ] o  dependency of Ca2 + trans ients and twi tch tens ion in the presence of 
neostigmine ( 0 . 3 μ M) in diaphragm musc les of diabet ic and non-diabetic mice . a :  Typical fast­
sweep traces of averaged records for 30 s ignals of Ca2+ trans ients in the non-diabetic state 
( left) and STZ-diabetic state ( ri ght ) . Upper : response after the applicat ion of neost igmine ， 
middle : response at the 2-fol d  h igher [ Ca2 + ] o ( 5 凶) and l ower : response at the 4-fold higher 
[Ca2+ ] o  ( 10 mM). Log [Ca2+ ] o  response curves for (b )  peak ampl i tude of contracti le Ca2+ 
transients ， (c) peak ampl i tude of twitch tens ion ，  and (d)  peak éllnpl i tude and (e) durat ion of 
R制 I C observed in the presence of neos tigmine in non寸iabetic ( 0 ) ， STZ寸i abetic ( ・ ) ， and 
al loxan寸iabetic ( 企 ) state . The data given 訂e means 士 S . E . of 8 to 9 separate experirnents . 
XP< 0 . 05 ;  x XP<O . O l ，  s ignificantly different from the value for non-diabetic rnuscles by one-way 
釧OVA ( Scheffe mult iple-comparison tes t ) .  
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減少 し た 。 糖 尿 病 態 で は RAM I C の 持 続 時 間 は 減 少 し て い る が 、 外 液 C a 2 - 依 存 性 は
全 く 変 化 し な か っ た 。
糖 尿 病 態 に よ る 細 胞 内 C a 2 + 動 員 の 異 常 の 要 因 と し て 高 血糖 の 関 与 を 検証 す る た
め 、 STZ 糖 尿 病態 マ ウ ス に イ ン ス リ ン ( 1 00 U/kg ， s . c . ) を 8 日 間 頻 回 投 与 し 、 正
常血 糖 状 態 を 維持 さ せ た 。 こ の と き 、 収縮性 Ca 2 + t r ans i en t の 抑 制 は 部 分 的 に 緩
解 さ れ た の で ( F i g . 2 6a ) 、 糖 尿 病 態 筋 の 収 縮性 C a 2 -'- 動 員 機 構 に は 高 血糖 が 引 き
起 こ す 障害 に 加 え て 、 二 次 的 な ( 不 可 逆 的 な ) 異 常 が 発生 し て い る と 考 え ら れ る 。
他 方 、 RAM I C の 持 続 時 聞 は 完 全 に 回 復 し た の で ( F i g . 2 6c ) 、 高 血糖 状 態、 が RAM I C
動 員 機 構 に 異 常 を 引 き 起 こ し た と い え る 。 糖 尿 病 態 の 網膜 お よ び 腎 糸 球 体細 胞 で は
慢 性 的 な 高血 糖 状 態 の た め に ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル の de novo 合 成 が 促 進 し 、
P K C が 活 性 化 さ れ て い る こ と が 知 ら れ て い る ( 柴 ら 、 1 9 9 1 ) 。 し た が っ て 骨格 筋
に お い て も 同 様 な P K C の 活性 化 が 起 こ り 、 そ の 結 果 n - ACh 受 容 体 の 脱 感 作 を 惹 起
し て い る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。 ま た 、 糖 尿 病 態 筋 に お け る 知 覚 神 経 の CGRP 含 量 の
低下 ( D i eme l e t  a l . ，  1 9 9 2 ) お よ び ACh 遊 離量 の 減 少 ( K i mu ra e t  a l . ，  1 9 9 3 ) も
RAM I C の 動 員 量 の 減 少 に 一 部 寄 与 し て い る と 推定 さ れ た 。
3 - 2 pH 変 化 の 細 胞 内 Ca 2 - 動 員 に お よ ぼす 影 響
RAM I C 動 員 の 糖 尿 病態 異 変 と 比較 す る 目 的 で 、 Ca 2 + 動 員 に 及 ぼ す 酸性 状 態 の 影 響
を 検討 し た 。 Neos t i gm i ne 投与前 に Mes ( 2 - [ N - mo rpho l i no J e thanesu l f on i c  ac i d  
5 mM) を 含 む 酸性 b u f f e r 溶液 ( pH 5 . 6 - 6 . 6 ) を 濯流 さ せ る と 、 収 縮 性 Ca 2 ャ
t rans i en t は 酸 性 度 に 依 存 し て 増 大 し た ( F i g . 2 9 b )  0 Neos t i gm i ne ( 0 . 3 μ M) 投 与
後 、 酸 性 状 態 で 発 生 し た 収 縮性 Ca 2 -'- t r ans i en t は 通 常 の 液性 ( pH 7 . 6 ) に お け る
反応 よ り 増 大 す る も の の 、 neos t i gm i ne に よ る 増 加 分 は む し ろ 減 少 し た r こ れ ら の
酸性溶 液 の 効 果 は 可 逆 的 で あ っ た 。 糖尿 病 態 で は 収 縮 反応 が 増 強 さ れ て い る こ と が
知 ら れ て い る ( Gangu l y e t  a l . ，  1 986 ) 。 し た が っ て 糖 尿 病性 ア シ ド ー シ ス に よ っ
て 収 縮 性 Ca 2 -r- 動 員 機構 が 冗 進 状 態 に 移行 し 、 neos t i grn i ne 処 理 の 影 響 を 受 け に く く
な る と い う 可 能 性 が 考 え ら れ る 。
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一 方 、 RAM I C シ グ ナ ル に お い て は 、 酸 性 度 に 依 存 し て そ の 振 幅 が 抑 制 さ れ た
( F i g .  2 9 a ， c ) 。 こ の 抑 制 作用 の pK 値 は 6 . 3 で あ っ た 。 こ の と き RAM I C の 持 続
時 間 に は 変 化 が み ら れ な か っ た ( F i g . 2 9 d )  0 Torpθdo 電 気 器 官 膜 や マ ウ ス 骨格 筋
細 胞 に お い て n - ACh 受容体 チ ャ ネ ル の 活性 化 は 酸 性 条 件下 で 抑 制 さ れ ( Pappone
and  B a rch fe l d ，  1 9 90 ; P a l ma e t  a l . ，  1 9 9 1 ) 、 脱 感 作 は 促 進 す る こ と が 報 告 さ れ て
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F ig . 29 pH dependence of contracti le  Ca2+ transient  and RAM I C  mobi l i zation in non-diabetic 
diaphragm musc le .  (a) Typical traces of averaged records fof' 30 signals of Ca2+  transi ents 
mod ified by the acidic pH solution .  ( b ) Enhancing effects of pH on contract i le  Ca2+ trans ients 
( 0 ) before the appl ication of mostigmine ， and the increase in  the contract i le  Ca2+ trans ients 
( ・ ) by the appl ication of neost igmine ( 0 . 3μM) . ( c 釦d d)  Effects of pH on 開ak ampl i tude and 
duration ，  of RAM I C  in the presence of neostigmine ， respectively . n = 4 to 9 .  
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い る ( L i and McNamee ， 1 9 9 2 ) 。 し た が っ て RAM I C シ グ ナ ル の 抑 制 は n - ACh 受 容 体
チ ャ ネ ル の 抑 制 の た め と 考 え ら れ る 。 RAM I C に 対 す る 酸 性 溶液 の 効 果 は 可 逆 的 で
あ っ た 。 ま た RAM I C の 抑 制 様 式 が 糖 尿 病 態 と 酸性 状 態 と で は 異 な る 。 し た が っ て 、
糖 尿 病 性 ア シ ド ー シ ス が 直 接 RAM I C 動 員 機構 に 影 響 し た と は 考 え に く い が 、 慢 性 的
な 酸 性 状 態 ( ア シ ド ー シ ス ) に よ っ て RAM I C 動 員 機 構 に 二 次 的 な 異 常 が 引 き 起 こ さ
れ て い る 可 能 性 が 考 え ら れ る 。
以 上 の よ う に 糖尿 病態 で は n - ACh 受 容 体 の 脱 感 作 が 起 こ り や す い 状 態 と な り 、
RAM I C の 動 員 量 は 減 少 し た 。 同 様 に SuCh や ch l o rp r omaz i ne に よ る 脱 感 作冗 進 状
態 に お い て も RAM I C の 動員 量 の 減 少 が観 察 さ れ る 。 し た が っ て 、 既 に n - ACh 受 容
体が 脱 感 作 状 態 に あ る 場 合 に は 、 脱 感 作機構 に お け る RAM I C の 役割 が 軽 減 さ れ る こ
と に な る 。 こ の よ う に RAM I C の 機 能 的 役 割 は 脱 感 作 発 現 機構 に 密 接 に 関 与 し て い る
こ と が 示 唆 さ れ た 。
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【 重要 糸勺 】
( 1 )  STZ お よ び a l l oxan - 糖 尿 病態 マ ウ ス の 横 隔膜 神 経 筋 標 本 を 用 い 、 糖 尿 病 態 に よ
る n- ACh 受 容体 の 機能 変 化 を 検 証 し た 。
(2 ) 高 頻 度 ( 1 0 Hz ) で ACh 電 位 を 発 生 さ せ る と 受 容 体 の 脱 感 作 が 起 こ り 、 ACh 電
位 の 振 幅 は 徐 々 に 減 衰 す る 。 こ の 減衰 は 糖 尿 病 態 に よ っ て 促 進 さ れ た 。
(3 )  Ch l o rp romaz i ne お よ び phencyc l i d i ne は SuCh ( 1 3 - 1 0 0 μ M ) に よ る 収縮 性
C a 2 +  t rans i en t 抑 制 作 用 を 増 強 す る が 、 そ の 増 強 度 は 糖 尿 病 態 に お い て 減 弱 し
た 。 B up i vaca i ne お よ び β - eudesmo l の 効 果 は 糖尿 病 態 に よ っ て 修 飾 さ れ な
か っ fこ 。
(4) コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ 阻害 剤 の neos t i gm i ne ( 0 . 3 μ M) で 処 理 し た 糖尿 病 態 筋 に
お い て は 、 RAM I C シ グ ナ ル の 減衰 速 度 が 速 ま り 、 じ が 減 少 し た 。
(5 )  Neos t i gm i ne 処 理 に よ る 収 縮性 Ca 2 -r- t rans i en t の 増 強効 果 は 減 弱 し た 。
(6 ) 糖 尿 病 態 マ ウ ス に イ ン ス リ ン を 投 与 し 正 常 血糖 を 維持 さ せ る と 、 RAM I C の 持 続
時 間 は 完 全 に 回 復 し た 。 ま た 収縮 性 Ca 2 + 動 員 の 減少 は 部 分 的 に 緩 解 さ れ た 。
(7) 正 常 筋 に お い て 、 酸 性 pH ( 5 . 6 - 6 . 1 ) は neos t i gm i ne ( 0 . 3 μ M) に よ る 収縮 性
Ca 2 +  t rans i en t の 増 強 効 果 を 可逆 的 に 減 弱 し た 。 こ の と き RAM I C シ グ ナ ル の
振 幅 は 減 少 し た が 持 続 時 間 に は 変 化 が み ら れ な か っ た 。 こ れ ら の 効 果 は 糖 尿 病
態 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 変化 と 一部類似 し て い る 。
(8 ) こ の よ う に 、 糖 尿 病 態 で は n - ACh 受 容 体 が 脱 感 作 冗 進 状 態 と な り 、 RAM I C の 動
員 量 は 減 少 し た 。 し た が っ て 、 糖 尿 病態 で は 脱 感 作 機構 に お け る RAM I C の 役 割
が 軽 減 さ れ た と 考 え ら れ る 。
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V - 2 R A M I C 動 員 に よ る P K A と P K C の 機 能 的 連 係
細 胞 内 C a 2 + 濃 度 の 上 昇 は n- ACh 受 容 体 の 脱 感 作 の 発 現 を 促進 す る ( P a rsons ，
1 9 6 9 ; Man t hey ， 1 97 0 ; M i  l ed i ， 1 9 8 0 ) 。 こ の 脱 感 作 促 進 過 程 に は P K C に よ る 受 容
体 の リ ン 酸 化 が 介 在 す る と 考 え ら れ て い る ( Hugan i r a n d  G reenga rd ， 1 9 9 0 ) 。 前 節
で 、 RAM I C が n - ACh 受 容 体 の 脱 感 作 機構 に 関 与 す る 可 能 性 が 示 さ れ た 。 そ こ で 、 脱
感作機構 に お け る RAM I C の 機 能 的 役割 を 明 ら か に す る た め 、 神経 を 二連 パ ル ス 刺 激
し 、 RA�I 1 C 動 員 中 に 発生 し た 収縮性 Ca 2 干 t rans i en t に 対 す る RAM I C の 直 接 的 な 効
果 を 検 討 し た 。 ま た III 章 で 、 P K C お よ び ホ ス ホ リ パ ー ゼ A 2 は RAM I C に よ っ て 活
性化 さ れ る こ と が 示 唆 さ れ た の で 、 RAM I C の 機能 発 現 時 に こ れ ら の 細 胞 内 情 報 伝 達
系 が 関 与 し て い る か ど う か を 検 証 し た 。
マ ウ ス 横 隔膜 神 経 筋標 本 を neos t i gm i ne ( 0 . 3 μ M ) で 処 理 し 、 RAM I C が動 員 さ れ
る 状 態 に お い て 横 隔膜 神 経 を 二 連 パ ル ス 刺 激 し た 。 そ の 際 、 1 回 目 の 刺 激 ( S 1 ) に
よ る RAM I C の 動 員 中 に 、 2 回 目 の 刺 激 ( S 2 ) を 間 隔 を 変 え て 与 え ( 1 5 0 ， 3 0 0 ， 
600 ， 1 0 0 0  ms ec ) 、 S 2 に よ り 発生 し た 収縮 性 Ca 2 + t rans i en t の 振 幅 に つ い て 解
析 し た 。 S 2 の 収縮 性 Ca 2 + t rans i en t は S l の 反 応 に 比 べ て 減 少 し た が 、 刺 激 間
隔 を 長 く す る に つ れ て S 2 の 収 縮性 Ca 2 + t r ans i en t は 回 復 し た ( F i g . 3 0 ) 。
Outs i d e - ou t で パ ッ チ ク ラ ン プ し た n - ACh 受 容 体 を ACh の 二 連 パ ル ス で 刺 激 し た
と き の チ ャ ネ ル 電 流 に お い て も 、 上 記 の 結 果 と 同 ー の 時 間 経 過 で 脱 感 作 か ら の 回 復
が起 こ る ( F ranke e t  a l . ，  1 9 92 ) こ と か ら 、 S 2 の 収縮 性 C a 2 + t r ans i en t の 減 少
は 受 容 体 の 脱 感 作 に 対応、 し て い る と い え る 。
そ こ で 、 こ の 脱 感 作 効 果 が RAM I C に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る こ と を 明 ら か に す る 目
的 で 、 低 濃 度 ( 0 . 0 5 μ �I ) の p ancu ron l um に よ っ て RAM I C シ グ ナ ル だ け を 選 択 的 に
抑 制 し 、 同 様 の 実験 を 行 っ た 。 RAM I C の 消 失 に 伴 い 、 S 2 の 収縮 性 C a 2 ム
t rans i en t の 減 少 は い ず れ の 刺 激 間 隔 に お い て も 減 弱 し た ( F i g . 3 0 ) 。 ま た
neos t i gm i ne 非 存 在 下 で は S 2 の 収縮性 Ca 2 - t r ans i ent は 減 少 し な か っ た ( d a t a
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Neostigmine (0.3 J!M) 
+ Pancuronium (0.05 J!M) 
l \ \ \. 
0.3 s 
Fig. 30 The functional relation between contractile Ca2+ transients and RAMIC. Effects of 
pancuronium on decrease in contractile Ca2+ transients by RAMIC were investigated. Typical 
individual traces of averaged records for 30 signals of Ca2+ transients by double pulse with 
intervals (msec: 150, 300, 600, 1000) during 8 to 13 min after the application of neostigmine 
(0.3J..£M) in the absence (upper) and presence of pancuronium (0.05J..£M, lower) in mouse diaphragm 
muscles. Pancuronium were treated for 30 min before the application of neostigmine. Data 
obtained from separate experiments were normalized and superimposed. 
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1 .25 mM [Ca2+]0 
l l 
2.5 mM [Ca2+]0 
5 mM [Ca2+]0 
J 
0.3 s 
Fig. 31 The external Ca2+ dependency of the functional relation between contractile Ca2+ 
transients and RAMIC. Typical individual traces of averaged records for 30 signals of Ca2+ 
transients by double pulse with intervals (msec: 150, 300, 600, 1000) during 8 to 13 min after 
the application of neostigmine (0.3,LLM) at low (1.25 mM, upper), normal (2.5 mM, middle) and 
high [Ca2+]o (5 mM, lower) in mouse diaphragm muscles. [Ca2+]o was changed at the same time 
that neostigmine was applied. Data obtained from separate experiments were normalized and 
superimposed. 
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not shown)。 これらの結果から、 RAMICは明らかに収縮性Ca2干 動員を 抑制するこ
とが示された。 このように、 RAMICはn-ACh受容体に不応性の脱感作を惹起させる
役割を果た していることを実証し得た。
さらにRAMICの動員量と 脱感作の強度との関係を明らかにするため、 RAMICの振
幅を変化 させ、 S2の収縮性Ca2+ transientに及ぼす影響を検討した。 外液
Ca2-r- 濃度をKrebs液の2.5 mMから 1.25 mMに下げ" RAMI Cを消失させると、
S2の収縮性Ca2十 transientの抑制効果が減弱した(Fig. 31)。 逆に外液 Ca2
濃度を 5 m�Iに上げ、 RAMICの振幅を増大させると、 S2の収縮性Ca2+
transientに対する RAMICの抑制効果が さらに増強された。 このように、 n-ACh受
容体の脱感作はRAMICの振幅に依存して促進することが示された。
次にRAMICの脱感作促進効果における PKCの関与を明らかにするため、 PKC
阻害剤のstaurosporineの効果を検討した。 Staurosporine(10 nM)存在下では、
RAMICが正常に動員 されているにも拘らず、 S2の収縮性Ca2+ transientに対す
る RAMICの抑制効果が減弱した(Fig. 32)。 この結果から、 RAMICはn-ACh受容
体を直接脱感作 するのではなく、 PKCの活性化を介して間接的に脱感作を惹起す
ることを明らかにした。
一方、 ホスホリバーゼA2 (1000 U/ml、 細胞内注入)はSlお よびS2のすべて
の収縮性Ca2+ transientを増強した(data not shown) 0 RAMICはホスホリバー
ゼA2を 活性化 した 結果、 逆行性に伝達物質の遊離を制御し、 脱感作を修飾するので
あろう。
神経筋シナプスにおいて、 CGRPはPKAの活性化を介して n-ACh受容体の脱感
作を促進する01i 1 e s e t a l.， 1 9 8 g)。 一方、 このよう な状態において CGRPは
RAMIC 動員機構を駆動し得ることをW章で明らかにした。 そこ で CGRPによる 脱感
作促進効果にRAMICが介在している可能性を二連パルス法により確かめた。
Neostigmine (0.1μM)存在下において、 CGRP(10 nM)はRAMICによる S2の収縮
性Ca2+ transientの抑制効果を増強し、 脱感作促進効果を示した(data not 
shown)。 しか もPKC阻害剤のstaurosporine(3 nM)存在下では、 CGRPによる
80 
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Neostigmine (0.3 �M) 
+ Staurosporine (1 0 nM) 
0.3 s 
Fig. 32 Diminishing effects of staurosporine on decrease in contractile Ca2+ transients by 
RAMIC. Typical individual traces of averaged records for 30 signals of Ca2+ transients by 
double pulse with intervals (msec: 150, 300, 600, 1000) during 8 to 13 min after the 
application of neostigmine (0.3,LLM) in the absence (upper) and presence of staurosporine (10 nM, 
lower) in mouse diaphragm muscles. Staurosporine was treated for 30 min before the application 
of neostigmine. Data obtained from separate experiments were normalized and superimposed. 
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脱感作促進効果は消失した。 したがって、 CGRPによる脱感作機構の本体はPKA に
よるn-ACh受容体のリン酸化ではなく、 RAMIC動員を介してPKCによるリン酸化
を促進することであるといえる。N oj i m a et al. (1994 )はPKA 活性化剤AA 373
によるn-ACh受容体チャネルの脱感作促進効果をパッチクランプ法により検証し、
その効果にCa2+ の流入およびPKCの活性化が介在していることを報告しており、
上記の結果を裏付けている。
糖尿病態では、 Slの収縮性Ca2+ transient は減少したが、逆にRAMICによる
S2の収縮性Ca2十 transient の抑制効果は減弱した(d at an ot s hown )ο この結
果から、糖尿病態によってn-ACh受容体の脱感作が冗進した状態においては、
RAMICの役割が軽減されることが確かめられた。 このことは、 RAMICによる不応性
の脱感作機構が、従来から知られている脱感作促進因子による機構とは独立である
ことを意味している。
以上の結果から、 生理的条件下で起こるn-ACh受容体の脱感作機構には、 CGRP
により活性化されるPKAと、その結果生じたRAMICによって活性化されるPKC
とのクロストークが介在していると結論できる口
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【要妻子糸勺】
(1 ) n-ACh受容体脱感作機構におけるRAMICの機能的役割を明らかにするため、
マウス横隔膜神経を二連パルス法で刺激(Sl， S2)し、 S2の収縮性Ca2+
t ransient に対するSlのRAMICの効果を検討したの
(2) RAMI C動員中に発生するS2の収縮性Ca2+ t ransient は抑制され、 RAMICの
減衰に伴い回復した。
( 3 ) Pancu ron ium (0. 05μM)処理によりRAMICを消失させると、 S2の収縮性
Ca2十 t ransient の減少は弱まった。
(4 )外液Ca2+ 濃度を1/2倍にしてRAMICを消失させると、 S2の収縮性Ca2-t-
t ransient の抑制効果が減弱した。 また外液Ca2+ 濃度を2倍にしてRAMIC
の振幅を増大させると、 S2の収縮性Ca2+ t ransient に対するRAMICの抑制
効果がさらに増強された。
(5) P KC阻害剤st au ros po rine (10 nM)存在下ではRAMICが存在するにも拘ら
ず、 収縮性Ca2ナに対する抑制効果は減弱した。
(6)ホスホリバーゼA2(1000 U/ m l、細胞内注入)はSlおよびS2のすべての収
縮性Ca2+ t ransient を増強した。
(7 )以上のことから、 RAMICはPKCの活性化を介してn-ACh受容体に不応性の脱
感作を生じさせ、 収縮性Ca2-r- 動員を抑制する役割を果たしていることが実証
された。 n- ACh受容体の脱感作機構にはCGRPにより活性化されるPKA と、
その結果生じたRAMICによって活性化されるPI(Cとのクロストークが介在し
ていると結論できる。 同時にRAMICはホスホリパーゼA2を活性化した結果、
逆行性に伝達物質の遊離を制御し、 脱感作を修飾する可能性が示されたの
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芳三 案要
従来の理解では、 n-ACh受容体の脱感作は受容体分子に内在する機構であり、 ア
ゴニストと受容体との相互作用だけを問題とした反応で、あった。 したがってCGRP、
Ca2\リン酸化酵素など の内因性脱感作促進物質は必須因子とはみなされず、 アゴ
ニストによる効果を修飾する要因として位置づけられていた。 しかも脱感作機構は
受容体に備わっている機能であるにも拘らず、 生理的条件下では発現しない現象と
考えられてきた。
本研究ではRAMICの動員機構および機能的役割を解明することにより、 n- ACh受
容体の不応性脱感作機構の全貌を明らかにし得た。 RAMICは非生理的な興奮状態に
おいて動員されるのではなく、低濃度(0.06-0.3 μM[)のne ostig mine でコリンエ
ステラーゼ活性を40-70先程度抑制し(Ch ang et al. ， 1985)、 シングルパルスで
神経刺激することにより動員させ得る。 RAMICの駆動機構は、 シナプス間隙に貯留
したACh が、 シナプス後膜および前膜のn-ACh受容体を持続的に刺激することに
より活性化する(F ig. 33 )。 このときシナプス後膜では外液Ca2+ がn-ACh受容
体チャネルを介して流入し、 筋小胞体とは異なるCa2-l- 貯蔵部位に蓄えられる‘一
方、 シナプス前膜ではポジティブフィードパック機構が働き、 CGRPが放出される。
CGRPはPKA を直接活性化し、 蓄えられていたCa2 + を遊離させる。その結果、終
板膜直下にRAMICが動員される。 動員されたRAMICはPKCの活性化を介して受
容体に不応性の脱感作を生じさせる。 このように、 神経筋シナプスにおいてPKA
系とPKC系は連係してn- ACh受容体の脱感作を制御することが想定できる。
n-ACh受容体の脱感作は現在アゴニストの効果の速度論的な差異に よって、
ul trafast， fast， s 1 ow およびultrasl owdesensitizati on に分類されているに過
ぎない。そこで、 n- ACh受容体の脱感作機構をRAM ICの機能的役割別に捉えなおし、
脱感作発現過程には以下の三つの段階が存在するという概念を提唱するコ まず第1
段階は、高濃度のアゴニストのみを繰り返し投与したときに引き起こされる。 この
段階による脱感作はRAMICに非依存的であり、 生理的には発現しにくい しかし
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SuCh、 cl ose dc h anne l bl oc ke r、糖尿病態などの脱感作促進剤( 因子)の影響を受
けることにより、強度の脱感作状態となり得る。 第1 段階の脱感作が冗進すると
RAMICの役割が軽減され、RAM ICは抑制されることになる。
)
�
 
positive 
__/ feedback CGRP ACh一一戸/
Ca2+ Na+ 
Fig. 33 Putative mechanism of n-ACh receptor desensitization Iby RAMIC. When ACh is 
accumulated in the synaptic cleft，CGRP is released during the activation of posit;ve feedback 
mechanism for Ach release. CGRP activates protein kinase A(P臥)釦d 帥ilizes RAMIC from 
membran-bound Ca2+卯oi，from which the mobilization is stimulated by Cahinflux through n-ACh 
eceptor-channel . RAMie promotes the protein kinase C(PKC)activation. Protein kinase C 
凶ωphorylates the n-ACh receptor， inducing the receptor d悦nsiti以ion. Thus， the protein 
kinase A system m勾coo開rate with the protein kinase C system to pror叫;n-ACh陀ceptor
desemitization. Phospholipase A2may incdlute the desenSitkation through retrograde 
regulation of transmitter release at the neuromuscular junction. 
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第2段階は、 本研究で明らかにされた不応性の脱感作である。 上述のように、 運
動神経由来のACh がシナプス間隙に貯留 したとき、 動員されたRAMICによって引
き起こされ、その脱感作機構にはPKAとPKCとのクロストークが介在しているの
この第2段階はアゴニストによる脱感作効果の増幅機構として働き、 脱感作の発現
を容易にしていると考えられる。
第3段階は、骨格筋から運動神経への逆行性伝達によるn -ACh受容体の脱感作の
修飾である。 神経筋シナプスの前膜と後膜は機能的に関連し合っており、 シナプス
伝達は一方向とは限らない。 Mo len a aret al. (1991 )は、 シナプス後膜の
n -ACh受容体をα-bun g arotoxin で長時間抑制すると ACh 遊離が冗進することを報
告している。 神経筋シナプスの他にも、海馬においてLT P発生時にアラキドン酸が、
また小脳においてLD P発生時に一酸化窒素が、逆行性伝達物質としてシナプス後膜
から前膜へ遊離されていることが知られている(渋木、岡田， 1990;岡田、 杉山，
1990 )。 したがって脱感作の第3段階として、 RA�I 1 Cにより活性化されたホスホリ
バーゼA2がアラキドン酸遊離を引き起こし、逆行性にACh 遊離を修飾する機構が
想定される。
以上のように、 n-ACh受容体の脱感作は、 アゴニストによって惹起されるだけで
なく、 筋細胞内においてRAMICを介したダイナミックな機構によって制御されてお
り、 生理的にも起こり得る異常な興奮状態に対処する細胞レベルの生体防御機構で
あると結論できる。
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マウス横隔膜筋をコリンエ ステラーゼ回害剤存在下で神経刺激して、 n-ACh受容
体の脱感作が起こりやすい状態を再現させ、そのとき生じるRAMICの動員機構を解
明し、以下の結論を得た。
1 )  RAM 1 Cは従来から知られている筋小胞体からのCa2+ 遊離とは独立に動員される3
その動員の駆動には、 ACh による持続的なn-ACh受容体の活性化と同時に、
CGRPによる筋細胞内PKA の活性化が起こることを見いだしたの
2)動員されたRAMICは、 PKCの活性化を介して受容体の不応性脱感作を惹起す
る。 さらにRAMICはホスホリバーゼA2を活性化した結果、逆行性に伝達物質の
遊離を制御し、 脱感作を修飾する可能性が示された。
3 )  n-ACh受容体の脱感作冗進状態においては、 脱感作機構におけるRAMICの役割
が軽減される。
以上のように、 RAMICを介してcAMPCP KA )系とCa2十CPKC )系とが一 連
の機構として働き、 n-ACh受容体の脱感作を制御するという新しい概念を示し得た。
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